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ADNmt  Ácido desoxirribonucleico mitocondrial. 
ADNn   Ácido desoxirribonucleico nuclear. 
ARMSs-qPCR PCR cuantitativa de amplificación refractaria de sistemas 
de mutaciones. 
ARNr   Ácido ribonucleico ribosomal. 
ARNt   Ácido ribonucleico de transferencia. 
B6   Cepa C57Bl/6 de la subespecie Mus m. domesticus. 
CB   Citocalasina B. 
CNV   Variación en el número de copias. 
COCs   Complejos Cúmulo-ovocito. 
CP   Corpúsculo polar. 
CP1   Primer corpúsculo polar. 
CP2   Segundo corpúsculo polar. 
D   Ensayo discriminativo. 
DGP   Diagnóstico genético preimplantacional. 
ESC   Células madre embrionarias. 
F1, F2 y F3  Generaciones primera, segunda y tercera. 
FADH   Flavin adenin dinucleótido. 
GnRH   Hormonas liberadoras de gonadotropinas. 
GV   Vesícula germinal. 
hCG   Hormona gonadotropina coriónica humana. 
hESC   Células madre embrionarias humanas. 
hMG   Hormona gonadotropina menopaúsica humana. 
HSP   Promotor para la transcripción de la cadena pesada. 
HSV-1   Segmento hipervariable 1. 
ICM   Masa celular interna. 
ICR   Cepa de ratón de la subespecie Mus m. domesticus. 
ICSI   Inyección intracitoplasmática del espermatozoide. 
IMC   Índice de masa corporal. 
IRB   Junta de Evaluación Institucional. 
ISCNT Transferencia nuclear de célula somática interespecie. 
LHON   Neuropatía óptica hereditaria de Leber. 
Líneas HESO Líneas de células madre embrionarias humanas de Oregón. 
Líneas HESO-ST Líneas de célula madre embrionarias humanas- 
Transferencia de la placa metafásica. 
Líneas HESO-STP Líneas de células madre embrionarias humanas de Oregón. 
Transferencia de placa metafásica en pacientes 
LSP   Promotor para la transcripción de la cadena ligera. 
mEF   Fibroblastos embrionarios de ratón. 
MELAS Encefalopatía mitocondrial con acidosis láctica y 
episodios parecidos a un accidente cerebrovascular. 
MERRF Epilepsía mioclónica con fibras rojas rasgadas. 
MI Metafase I. 
MII   Metafase II. 
MPF Factor promotor de la maduración. 
MR1 y MR2  Reemplazamiento mitocondrial 1 y 2 (generación de 
cíbridos). 
MR3 y MR4 Reemplazamiento mitocondrial 3 y 4 (generación de 
híbridos).  
MRT Terapia de remplazamiento mitocondrial. 
NADH Nicotinamida adenina dinucleótido. 
NARP   Neuropatía con ataxia y retinitis pigmentaria. 
ND   Ensayo no discriminativo. 
OH   origen para la duplicación de la cadena pesada. 
OHSU   Universidad de Ciencias y Salud de Oregón. 
OL   replicación de la cadena ligera. 
OXPHOS  Sistemas o vías de fosforilización oxidativa. 
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa. 
PI   Profase de la primera división meiótica. 
PM   Placa metafásica. 
PMSG   Gonadotropina de suero de yegua gestante. 
PN   Pronúcleos. 
PWD   Cepa de ratón de la subespecie Mus m. musculus. 
RFLP Polimorfismos por longitud de fragmentos de restricción. 
rFSH   Hormona estimulante del folículo recombinante. 
ROS   Especies reactivas de Oxígeno. 
SCID   Ratones inmunodeprimidos. 
SeV   Extracto de virus Sendai. 
Síndrome de LEIGH Encefalopatía necrotizante infantil subaguda. 
SNP   Polimorfismo de un solo nucleótido. 
SPS   Sustrato de suero proteico. 
ST Transferencia del complejo cromosomas-huso acromático, 
también llamado placa metafásica (Spindle Transfer). 
STR   Polimorfismo de repeticiones cortas en tándem. 
TCP   Transferencia del corpúsculo polar. 
TCP1   Transferencia del primer corpúsculo polar. 
TCP2   Transferencia del segundo corpúsculo polar. 

































1. LA MITOCONDRIA 
 
1.1. ESTRUCTURA DE LA MITOCONDRIA 
Las mitocondrias son unos orgánulos semiautónomos que contienen su 
propio genoma. Su papel principal es proveer a las células de energía metabólica 
en forma de ATP generado a través de la oxidación fosforilativa (OXPHOS) 1. 
Las mitocondrias también juegan un papel importante en otros procesos celulares 
como son la termogénesis adaptativa 2, la homeostasis de iones, especialmente 
calcio3, la respuesta inmune innata 4, la producción de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) 5 y la muerte celular programada, llamada apoptosis6.  
En las células eucarióticas las mitocondrias fueron identificadas hace 120 
años. Fueron descritas como un conjunto de vesículas, con más de 100 copias por 
célula, que permanecen libres en el citosol7. En la década de 1950 mediante 
técnicas de microscopía electrónica se describió la estructura de las mismas, éstas 
están formadas por la membrana externa que es lisa, por la membrana interna que 
está altamente plegada y cada pliegue recibe el nombre de cresta, donde se 
encuentra el sistema de OXPHOS, también por el espacio contenido dentro de la 
membrana interna que recibe el nombre de matriz mitocondrial y por último, por 







Figura 1. Estructura de la mitocondria. 
 
En la década de 1980 mediante el uso de técnicas microscópicas, se las 
pudo observar en células vivas, lo cual llevó a la conclusión de que las 
mitocondrias no son los orgánulos solitarios que se pensaba que eran, sino que 










Figura 2. De la mitocondria a la red mitocondrial. A la izquierda una imagen de la red 
mitocondrial por microscopía de fluorescencia (bi-photonic) usando GFP. La imagen central 
muestra una ampliación de la red mitocondrial. A la derecha se observa la sección de un túbulo 








Las mitocondrias se mueven a lo largo del citoesqueleto de la célula  
sufriendo procesos de fusión y fisión1. Los procesos de fusión favorecen la 
generación de mitocondrias interconectadas siendo esto especialmente 
beneficioso para las células metabólicamente activas10, por el contrario los 
procesos de fisión favorecen la generación de numerosos fragmentos 
mitocondriales presentes con frecuencia en células quiescentes11. 
 
1.2. EL ADN MITOCONDRIAL (ADNmt) 
El ADN mitocondrial (ADNmt) es una doble cadena circular de 
aproximadamente 16.6Kb en humanos (16.3Kb en ratón). Está formado por una 
cadena pesada o H, (Heavy) y por una cadena ligera o L (Light) que codifican 
para 37 genes, de los cuales 13 codifican para proteínas que forman parte del 
sistema OXPHOS. Éstas incluyen 7 de las 45 proteínas del complejo I (ND1-3, 
ND4L, ND4-6), 1 de las 11 proteínas del complejo III (Cytb), 3 de las 13 
proteínas del complejo IV (COI-COIII) y 2 de las 15 proteínas del complejo V 
(ATP6 y 8). Además 22ARN de transferencia (ARNt) y 2 ARN ribosomales 
(ARNr)12. El resto de proteínas que forman parte del sistema OXPHOS, las 
proteínas necesarias para los procesos de duplicación, transcripción y traducción 
y los enzimas necesarios para el metabolismo mitocondrial están codificadas en 
los genes del ADN nuclear (ADNn)13.  
Solo existen 2 regiones no codificantes en el ADNmt. Una de ellas es la 
región de control principal llamada D-loop de aproximadamente 1100 pb que 
contiene la región del promotor para la transcripción de la cadena pesada (HSP) 
y de la cadena ligera (LSP) y también la región de origen para la duplicación de 
la cadena pesada (OH). La otra región no codificante consiste en una zona de sólo 






replicación de la cadena ligera (OL)14. Excepto estas regiones no codificantes el 
ADNmt no tiene separación entre genes ni intrones, es más algunas de las 
regiones codificantes se sobreponen  entre ellas15. (Figura 3). 
 
Figura 3. El ADNmt humano. St. John et al., Hum Reprod Update. 2010. 
El ADNmt se hereda por vía materna. Esto se logra en parte por la 
dilución del ADNmt del espermatozoide con el ADNmt del ovocito, ya que el 
ovocito contiene por encima de las 200.000 copias mientras que el 
espermatozoide tiene sólo cientos16. Posteriormente el ADNmt paterno es 
eliminado selectivamente. Los espermatozoides de mamíferos tienen la proteína 
prohibitina situada en la membrana externa mitocondrial ubiquinada, lo que 
permite que las mitocondrias de los espermatozoides sean reconocidas por el 
ovocito como extrañas y degradadas17 antes de que se produzca la activación 






El ADNmt tiene una elevada tasa de mutación19, lo cual es debido en 
parte a la generación de ROS en las mitocondrias14 y a la ausencia de histonas 
que le protejan20. Como consecuencia de la alta tasa de mutación, el ADNmt es 
altamente polimórfico en la población, sin embargo cada individuo suele ser 
homoplásmico, es decir que sólo es portador de una sola variante de ADNmt21, 
aunque es posible la presencia de dos o más variantes de ADNmt en un sólo 
individuo, lo que se llama heteroplasmia. Se ha observado que los genotipos 
heteroplásmicos de ADNmt tienden a volver a la homoplasmia en pocas 
generaciones.  
Durante décadas se pensó que la segregación mitocondrial se debía al 
azar pero la evidencia de una rápida pérdida de las mutaciones más severas en 
pocas generaciones ha cambiado este punto de vista22,23. La hipótesis más 
extendida para explicarla es la existencia de un cuello de botella mitocondrial, 
aunque la naturaleza de éste se encuentra ante un intenso debate. Diversos 
estudios proponen diferentes mecanismos que no necesariamente se excluyen 
entre ellos.  
Estos mecanismos incluyen: uno, la masiva reducción del ADNmt 
durante el desarrollo embrionario temprano24; dos, la rápida segregación del 
ADNmt en embriones pre-implantacionales. Tras la fecundación del ovocito el 
número de copias del ADNmt permanece constante durante el desarrollo pre-
implantacional25, lo que implica que las células de la masa celular interna (ICM) 
del blastocisto tengan un número reducido de copias del ADNmt 26,27 debido a la 
segregación de las mitocondrias durante las divisiones celulares, ya que el 
número total de mitocondrias del óvulo se divide entre todas las células del 
blastocisto. Esta reducción de las copias de ADNmt en las células de la ICM que 
van a dar lugar al feto asegura que muy pocas copias estén disponibles para su 






idénticas del ADNmt sin que tenga lugar una reducción del número de copias del 
ADNmt28 y cuatro la amplificación preferencial por una variante del ADNmt 
específica en las células germinales, lo que implica una selección activa29. 
 Todas estas teorías aseguran que las mutaciones son eliminadas o fijadas 
en función de su severidad en pocas generaciones, de forma que mutaciones 
beneficiosas pueden ser fijadas y mutaciones letales no permiten que los ovocitos 
lleguen a madurar y sean transmitidas30,31. 
 
1.3. EL SISTEMA OXPHOS 
Para entender las implicaciones clínicas de las mutaciones en el ADNmt 
es esencial entender el papel que la oxidación fosforilativa juega en la biología 
de la célula, ya que la mitocondria oxida las calorías de nuestra dieta con el 
oxígeno que respiramos para generar aproximadamente el 95% de la energía de 
la célula32.  
El proceso se inicia con la oxidación de NADH por el complejo I (NADH 
dehidrogenasa) o por la oxidación de FADH por el complejo II (succinato 
dehidrogenasa). Los electrones son transferidos secuencialmente al Coencima Q, 
complejo III (citocromo c oxidoreductasa), citocromo c, complejo IV (citocromo 
c oxidasa) y finalmente al oxígeno produciendo agua. A medida que los 
electrones atraviesan los complejos I, III y IV  la energía liberada se usa para 
bombear protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, lo cual 
crea un gradiente electroquímico transmembrana de -0.2 voltios que es utilizado 
por el complejo V (ATP sintasa) para generar ATP a partir de ADP y fosfato, de 
esta forma se une la oxidación de la cadena transportadora de electrones con la 






1.4. MUTACIONES DEL ADNmt 
Los genes del ADNmt tienen una altísima tasa de evolución, de unas 10 
a 20 veces superior a los genes del ADNn34, lo cual se debe a la elevada tasa de 
mutación del ADNmt  y a su tasa de fijación de mutaciones. 
Clínicamente existen tres clases relevantes de variantes del ADNmt: unas 
son las mutaciones adaptativas que dan origen a los haplogrupos, otras, las 
mutaciones deletéreas que causan las enfermedades mitocondriales y por último, 
las mutaciones somáticas33.  
 
1.4.1. HAPLOGRUPOS MITOCONDRIALES 
Hay una gran diversidad en la secuencia del ADNmt (polimorfismos) 
entre individuos y también entre poblaciones. Diferentes polimorfismos se han 
ido acumulando a lo largo de la historia mientras los humanos salían de África y 
colonizaban el planeta. Si una nueva mutación beneficiaba de algún modo a los 
individuos en un determinado medioambiente, entonces esa variante se veía 
favorecida en esa localización geográfica. De esta forma cada continente y área 
geográfica está asociada con unas secuencias de ADNmt determinadas que 
llamamos haplotipos33.  
Todas las variantes del ADNmt del continente africano están 
relacionadas y forman el macrohaplogrupo L que surgió hace 130.000-200.000 
años. Hace unos 65.000 años el haplogrupo L3 dio lugar a 2 variaciones llamadas 
M y N, siendo estas variantes las que salieron de África y colonizaron el resto del 
mundo, dando lugar a los macrohaplogrupos M y N. 
Hace unos 48.000 años el macrohaplogrupo M salió de África y se movió 






generando los haplogrupos Q y M42. Desde la costa sureste se movió hacia el 
norte para dar lugar a los linajes de ADNmt de Asia Central que incluyen los 
haplogrupos C, D, G y M1-M40. En el noreste de Asia el haplogrupo C dio lugar 
al haplogrupo Z.  
El macrohaplogrupo N tuvo dos movimientos. Uno al igual que el M 
hacia el sureste asiático y de allí a Australia generando el haplogrupo S. En Asia 
el macrohaplogrupo M se movió hacia el norte generando el haplogrupo de Asia 
central A y el haplogrupo de Siberia Y. El segundo movimiento fue desde el oeste 
de Eurasia hacia el norte dando lugar a los haplogrupos europeos I, W y X. En 
Eurasia surgió el submacrohaplogrupo R que se movió, por una parte, hacia el 
oeste dando lugar al resto de haplogrupos europeos H, J, Uk, T, U y V y, por otra 
parte,  hacia el este dando lugar al haplogrupo australiano P y a los haplogrupos 
del este asiático B y F. 
Hace unos 20.000 años los haplogrupos C y D provenientes de M y el 
haplogrupo A proveniente de N aumentaron su presencia en el noreste de Siberia 
y fueron los que migraron a través del estrecho de Bering a América, 
expandiéndose por Norte América, América Central y Sudamérica. El 
haplogrupo X con gran presencia en Europa y también en Mongolia, sin embargo 
no en Siberia, llegó a Norte América donde ha permanecido desde hace unos 
15.000 años. Por último el haplogrupo B con gran presencia en la costa este 
asiática, aunque no en Siberia, llegó a América hace unos 12.000-15.000 años 
expandiéndose como C, D y A por Norte América, América Central y 







Figura 4. Historia de la migración de los haplogrupos del ADNmt humano. Wallace, D.C & 
Chalkia D., Cold Spring Harb Perspect Biol. 2013. 
 
Más recientemente, hace unos 3.000 años el haplogrupo B migró hacia 
el sur a lo largo de la costa asiática y colonizó las islas del Pacífico35. 
Los haplogrupos nombrados anteriormente se dividen en subramas que 
dan lugar a miles de haplogrupos distintos. El árbol filogenético global de las 
variaciones de ADNmt en humanos se puede encontrar en la página web 
phylotree.org que se actualiza regularmente para incorporar la información sobre 
nuevas secuencias. 
Los cambios en las secuencias del ADNmt se deben a polimorfismos de 
un solo nucleótidos (SNPs). Se ha observado que la distancia entre haplotipos 
sigue una distribución bimodal con un pico a los 45 SNPs (entre haplotipos más 
próximos) y un segundo pico a los 100 SNPs (entre haplotipos más alejados), con 







1.4.2. ENFERMEDADES MITOCONDRIALES 
Las manifestaciones clínicas de las enfermedades mitocondriales son 
muy variadas. Se puede encontrar pérdida del control motor, retraso en el 
desarrollo, accidentes cerebrovasculares, problemas gastrointestinales, 
cardiomiopatías, disfunciones hepáticas y pancreáticas, diabetes, ceguera, 
sordera etc. En general suelen afectar a órganos y tejidos con una gran demanda 
energética como son el cerebro, corazón, músculo, páncreas y riñón37.  
Las enfermedades mitocondriales se dividen en dos grupos. Por una parte 
las causadas por alteraciones en el ADNn y, por otra parte, las causadas por 
mutaciones en el ADNmt. Estas últimas se subdividen en mutaciones en genes 
codificantes de proteínas y mutaciones en genes que codifican para ARNr o 
ARNt, dependiendo la severidad de los síntomas no solo de la mutación en sí, 
sino también del nivel de heteroplasmia37. Es conocida la mutación T8993C/G en 
el gen ATP6 que produce neuropatía con ataxia y retinitis pigmentaria (NARP) 
con niveles de heteroplasmia entre 70-90%, mientras que si los niveles son 
mayores pueden producir el Síndrome de Leigh, con una sintomatología mucho 
más grave que NARP. El nivel umbral de heteroplasmia a partir del cual se 
expresa la enfermedad en la mayoría de las enfermedades mitocondriales varía 
dependiendo de la mutación y del tejido, pero suele encontrarse del 50% al 100% 
de heteroplasmia del ADNmt mutado. Sin embargo, existen algunas mutaciones 
del ADNmt que tienen su umbral en niveles de heteroplasmia del 10%38,39. 
La primera vez que se publicó que una mutación en el ADNmt podía 
causar una enfermedad fue en 1988. Se trataba de dos pacientes, uno de ellos con 
una deleción en el ADNmt que le provocó una miopatía mitocondrial40 y otro con 
una mutación homoplásmica en el gen ND4 que le causaba una neuropatía óptica 
hereditaria de Leber (LHON)41. Dada la alta tasa de mutación del ADN 






Actualmente, en la página web mitomap 2015 hay recogidas 301 mutaciones 
deletéreas que afectan a las regiones control y a los genes codificantes de 
proteínas y 304 mutaciones deletéreas que afectan a los genes que codifican para 
ARNr y ARNt. Algunas de las enfermedades más comunes causadas por 
mutaciones en el ADNmt son el síndrome de Leigh, la neuropatía con ataxia y 
retinitis pigmentaria (NARP), la encefalopatía con acidosis láctica y episodios de 
accidentes cerebrovasculares (MELAS), la neuropatía óptica hereditaria de Leber 
(LHON) o la epilepsia mioclónica con fibras rojas rasgadas (MERRF). 
Diversos estudios epidemiológicos estiman que la incidencia de las 
enfermedades mitocondriales es de alrededor de 1 cada 5.000 individuos42, pero 
todavía es más sorprendente que el análisis de cordones umbilicales de recién 
nacidos revelaran que 1 de cada 200 era portador de una mutación patogénica43, 
aunque no todos estos niños desarrollaran la enfermedad debido a que el nivel de 
heteroplasmia de estas mutaciones era bajo. 
A continuación se prestará una especial atención a diversas enfermedades 
mitocondriales, ya que, aunque no son objeto del presente estudio, si son 
relevantes para el mismo, como son el Síndrome de Leigh, NARP y MELAS.  
 
1.4.2.1. SÍNDROME DE LEIGH 
El síndrome de Leigh también llamado encefalomiopatía necrotizante 
infantil subaguda, es un desorden neurodegenerativo progresivo que produce 
retraso motor e intelectual, además puede ir acompañado de complicaciones 
cardiacas, respiratorias, renales y pérdida de visión. Aparece generalmente en el 
primer año de vida, siendo la causa de lesiones necróticas multifocales en el 







Este síndrome se caracteriza por estar causado tanto por genes 
mitocondriales, como por genes nucleares. Los genes mitocondriales afectados 
pertenecen al complejo I, IV y V, siendo la mutación más común T8993G/C en 
el gen ATP6 que afecta al complejo V44. 
 
1.4.2.2. NARP 
La neuropatía con ataxia y retinitis pigmentaria conocida como NARP es 
un síndrome  caracterizado por presentar retinitis pigmentaria, retraso intelectual, 
convulsiones, debilidad muscular y neurogénica, ataxia, neuropatía sensitiva y/o 
cardiomiopatía. 
Esta enfermedad está causada por la mutación T8993G/C en el gen 
ATP6, que como se ha mencionado anteriormente es la mutación más común en 
el síndrome de Leigh, pero cuando se encuentra en niveles de heteroplasmia 
menores, (alrededor de 70-90%) produce NARP. Es importante destacar que es 
posible encontrar en una misma familia individuos que presentan NARP y otros 
que presentan el Síndrome de Leigh14. 
 
1.4.2.3. MELAS 
La encefalopatía con acidosis láctica y episodios de accidentes 
cerebrovasculares comúnmente conocida como MELAS, consiste en un desorden 
neurodegenerativo que se caracteriza por la presencia de una encefalomielopatía, 
acompañada de acidosis láctica y accidentes cerebrovasculares. Además también 
son frecuentes otros síntomas como convulsiones, demencia, sordera y cefaleas. 
Se han observado al menos 17 mutaciones que causan MELAS, siendo 






A3243G localizada en el gen ARNt Leu. Esta misma mutación también está 
asociada a otras enfermedades mitocondriales45. 
 
1.4.2.4. MECANISMOS ACTUALES DE PREVENCIÓN DE LAS 
ENFERMEDADES MITOCONDRIALES 
Actualmente no hay ningún tratamiento para las enfermedades 
mitocondriales, los únicos disponibles sólo alivian los síntomas e intentan retrasar 
la progresión de la enfermedad, por lo tanto, todos los esfuerzos están centrados 
en la prevención de la transmisión de madres a hijos de dichas enfermedades, 
aunque hay que decir que el éxito de los métodos de prevención, sin renunciar a 
los genes nucleares maternos, es limitado hasta el momento. 
El primer método es la donación de ovocitos. Es el método más simple 
para asegurar la completa eliminación de la transmisión de la mutación del 
ADNmt. La desventaja es que se pierde cualquier herencia genética de la madre, 
no solo la del ADNmt46. 
Si no se quiere renunciar a los genes maternos, uno de estos métodos es 
el diagnóstico prenatal, el cual es muy efectivo en el diagnóstico de mutaciones 
génicas en el ADNn, pero que desafortunadamente no resulta muy útil en el 
diagnóstico de enfermedades del ADNmt. El problema radica en la heteroplasmia 
y la segregación del ADNmt mutado, pudiéndose determinar el nivel de 
heteroplasmia en muestras de vellosidades coriónicas o amniocentesis, pero 
existe un problema el cual reside en que, debido a la segregación, no es seguro 
que ese nivel de heteroplasmia se corresponda al del cerebro, corazón, músculo 
o riñón. Además, para la mayoría de las enfermedades mitocondriales es incierto 
cual es el nivel seguro de heteroplasmia. En la literatura existen autores que 






desarrollo prenatal para la mutación A3243G, causan MELAS en el individuo, 
mientras que niveles inferiores al 30% lo más probable es que den lugar a 
individuos sanos. Pero el problema es qué ocurrirá en los individuos provenientes 
de fetos con heteroplasmia entre el 30% y el 60%47. A este problema hay que 
añadir la posibilidad de que las mujeres conciban repetidas veces y los resultados 
de las muestras de vellosidades coriónicas y/o amniocentesis den siempre niveles 
altos de heteroplasmia para el ADNmt mutado, lo que lleva a múltiples abortos48. 
Otra de las formas de actuación preventiva es el diagnóstico genético pre-
implantacional (DGP), en el que una de las posibilidades es el estudio del primer 
corpúsculo polar. Distintos trabajos realizados en ratón sobre el estudio del 
primer corpúsculo polar parecían prometedores, ya que se habían observado 
niveles de heteroplasmia similares en él a los del resto del embrión49. 
Desafortunadamente, estudios en humanos han demostrado que el corpúsculo 
polar puede tener niveles de heteroplasmia muy distintos a los del resto del 
embrión50.  
La otra posibilidad es el estudio de blastómeras o células del 
trofoectodermo en embriones pre-implantacionales. Algunos estudios en 
humanos han tenido resultados prometedores determinando el nivel de 
heteroplasmia de las mutaciones T8993G (NARP/Leigh) y A3242G (MELAS) 
mediante DGP47,51, aun así tiene grandes limitaciones. Sobre todo no es útil en 
mujeres homoplásmicas o incapaces de producir ovocitos con una baja carga de 
ADNmt mutado. Además, aunque los niveles de heteroplasmia se hayan visto 
consistentes entre el embrión y el feto ya que las distintas blastómeras han dado 
niveles de heteroplasmia similares y a su vez similares al feto, los niveles de 
heteroplasmia entre los distintos tejidos pueden ser muy diferentes al obtenido 







1.4.3. MUTACIONES SOMÁTICAS DEL ADNmt 
Estas mutaciones aparecen de novo en los diversos tejidos a lo largo del 
tiempo y progresivamente van deteriorando la función mitocondrial generando el 
llamado reloj biológico13.  
Estas mutaciones pueden aparecer en cualquier momento, desde el 
desarrollo embrionario hasta la vejez del individuo. Así pues, cuanto antes 
aparecen en el desarrollo más ampliamente se distribuyen en el individuo. 
 




Durante el desarrollo fetal, las ovogonias (células precursoras de los 
ovocitos) inician la primera división meiótica dando lugar a los ovocitos 
primarios. Cuando el ovocito alcanza el estadio de profase de la primera división 
meiótica (PI), se produce la primera detención meiótica, coincidiendo con el 
momento del nacimiento. Este estadio se caracteriza por un núcleo prominente 
llamado vesícula germinal (GV). En su interior se encuentran los cromosomas 
condensados, cada uno formado por 2 cromátidas, es decir un número diploide 
de cromosomas con 4 copias del ADNn. Durante esta fase los cromosomas 
homólogos se recombinan asegurándose la diversidad genética. Mientras, el 
ovocito detenido se rodea de células somáticas, constituyendo así el folículo 
primordial52. 
Una vez llegada la pubertad, periódicamente algunos folículos 






ovocito se dividen, adquieren receptores para las gonadotropinas que van a 
regular su maduración posterior y establecen uniones gap con el ovocito que le 
proveen de macromoléculas. Mientras tanto el ovocito, que sigue detenido en PI, 
va aumentando de tamaño y acumulando todo el material necesario que permitirá 
el desarrollo temprano del embrión52. Durante este periodo se produce un 
aumento en el número de mitocondrias del ovocito que quedan distribuidas por 
todo el citoplasma estando ausentes de la parte cortical53.  
Una vez por ciclo menstrual las gonadotropinas inducen la maduración 
ovocitaria de los ovocitos que se encuentran en los folículos que habían iniciado 
la fase de crecimiento. Todavía en el interior del folículo tiene lugar la rotura de 
la membrana del núcleo y se forma el huso acromático donde se sitúan los 
cromosomas dando lugar a la placa metafásica. La placa migra hacia la superficie 
del ovocito y extruye el primer corpúsculo polar (CP1) que contiene la mitad de 
los cromosomas homólogos dándose por terminada la primera fase de la división 
meiótica.  
Un nuevo huso acromático se forma y en él se sitúan la otra mitad de los 
cromosomas que aún permanecen en el ovocito, dando lugar a una nueva placa 
metafásica. Este estadio se llama metafase II (MII), se caracteriza por tener un 
número haploide de cromosomas, aunque cada cromosomas aún conserva dos 
cromátidas por lo que tiene dos copias del ADNn. El ovocito queda detenido en 
este estadio a la espera de ser fecundado para reanudar la meiosis. Mientras el 
ovocito madura, que en humanos dura unas 24 horas, las células somáticas que 
rodean al ovocito se expanden, produciéndose una rotura del folículo y el ovocito 









El espermatozoide fecunda al ovocito en el oviducto, de tal manera que 
cuando el espermatozoide penetra en el ovocito desencadena una serie de 
oscilaciones en el nivel intracelular de calcio que provoca la reducción de los 
niveles del factor promotor de la maduración (MPF)54, molécula básica para la 
detención del ovocito en MII, formada por dos subunidades, una proteína llamada 
p34cdc2 con función kinasa dependiente de ciclina, cuyos niveles se mantienen 
constantes a lo largo del ciclo celular y una ciclina B, con función reguladora, ya 
que para que tenga lugar la inactivación del MPF es necesaria su proteolisis55. 
Como consecuencia de la disminución de MPF activo, el ovocito sale del arresto 
meiótico, extruye el segundo corpúsculo polar (CP2) con una cromátida de cada 
uno de los cromosomas que permanecían en el ovocito MII y se forman los 
pronúcleos (PN) femenino y masculino, cada uno de ellos con una dotación 
haploide del ADNn52. (Figura 5). 
 
Figura 5. Maduración ovocitaria y su correspondiente configuración cromosómica. Clift D & 
Schuh M., Nature Rev. 2013. 
La fecundación del ovocito por el espermatozoide da lugar al zigoto. En 
el zigoto los PNs femenino y masculino migran el uno hacia el otro, se rompen 






provenientes de ambos PNs se sitúan en él dando lugar a una célula con una 
dotación cromosómica diploide. 
 
2.3. DESARROLLO EMBRIONARIO PRE-IMPLANTACIONAL 
A partir de ahora tiene lugar la fase de segmentación, la cual consiste en 
una serie de divisiones mitóticas rápidas que dan lugar a células más pequeñas 
pero todas con un tamaño uniforme, llamadas blastómeras. Las blastómeras 
empiezan a adherirse unas con otras en el estadio de 8 células y posteriormente 
con 16 células experimentan la compactación para formar una bola de células 
compacta llamada mórula, donde las blastómeras se aprietan entre sí por medio 
de uniones gap. 
Desde este momento las siguientes divisiones celulares van a generar dos 
tipos distintos de células. Las que se encuentran en la parte exterior del embrión, 
que sufren un proceso de división más rápido y las que se encuentran en la parte 
interior del embrión con un proceso de división más lento. Al cuarto día, la 
mórula formada por unas 32 células comienza el proceso por el cual se empieza 
a formar una cavidad rellena de líquido en el interior del embrión y el embrión 
pasa a llamarse blastocisto.  
En el blastocisto mientras las células se siguen dividiendo la cavidad, 
llamada blastocele, se va expandiendo de forma que las células de la zona interna 
se ven desplazadas hacia uno de los lados y dan lugar a la masa celular interna 
(ICM) de donde derivan las hojas blastodérmicas que darán lugar al individuo 
propiamente dicho. A esta zona se le denomina polo embrionario. Mientras tanto 
las células de la pared externa del embrión han dado lugar al trofoectodermo que 
forma la capa periférica del blastocisto de donde derivan las estructuras 






En este momento el blastocisto ha llegado al útero, escapa de la zona pelúcida 
que le rodea y se implanta en la pared de dicho útero donde el embrión continúa 
su desarrollo52. Al desarrollo embrionario de zigoto a blastocisto se le conoce 
como desarrollo embrionario pre-implantacional y es posible llevarlo a cabo in 
vitro. Este desarrollo pre-implantacional se puede observar en la Figura 6.  
 
 
Figura 6. Desarrollo pre-implantacional. Clift D & Schuh M., Nature Rev. 2013. 
 
A partir de las células de la ICM se obtienen las células madre 
embrionarias (ESC). Estas células se caracterizan por su habilidad de mantenerse 
indefinidamente in vitro y por su capacidad pluripotente, es decir, son capaces de 
diferenciarse hacia todos los tipos celulares del individuo56. Las células madre 
embrionarias se aislaron por primera vez de la ICM de blastocistos de ratón en 






monos59 y humanos60. El objetivo principal de las células madre embrionarias es 
diferenciar los cultivos de células indiferenciadas en tejidos y órganos para 
terapias de reemplazo celular. 
 
3. TERAPIA DE REEMPLAZO MITOCONDRIAL 
La terapia génica de la línea germinal se ha propuesto para prevenir la 
transmisión de anomalías génicas a las sucesivas generaciones, corrigiendo esas 
anomalías en las células germinales masculinas (espermatozoides) o femeninas 
(ovocitos). Cuando esas alteraciones génicas se encuentran en el ADNn nuevas 
tecnologías de edición del genoma están surgiendo capaces de corregir 
concretamente la zona afectada por la mutación61. Cuando las alteraciones 
génicas se encuentran en el ADNmt las técnicas de reemplazo mitocondrial 
(MRT) pueden utilizarse para evitar transmitir el ADNmt mutado a las siguientes 
generaciones62,63.  
Estas técnicas se basan en la transferencia del ADNn de ovocitos o 
zigotos portadores de ADNmt mutado a otro ovocito o zigoto previamente 
enucleado portador de ADNmt sano procedente, a su vez, de una donante sana. 
Las MRT incluyen transferencia de pronúcleos (TPN), transferencia de la placa 
metafásica (PM) de la segunda división meiótica, llamada spindle transfer (ST) y 
transferencia del corpúsculo polar (TCP), bien del primer corpúsculo polar 









3.1. TÉCNICAS DE REEMPLAZO MITOCONDRIAL 
3.1.1. TRASFERENCIA DE PRONÚCLEOS (PNT) 
En el estadio de zigoto, el ADNn se encuentra en los pronúcleos (PN). 
Hay 2 PN, uno proviene del espermatozoide y otro del ovocito y cada uno de ellos 
contiene una dotación haploide (n) del ADNn que permitirá al embrión contener 
una dotación diploide (2n) cuando se unan los 2 PNs.  
La PNT consiste en la transferencia de los PN rodeados por la membrana 
y una pequeña cantidad de citoplasma (carioplasto) a otro zigoto previamente 
enucleado como se puede ver en la Figura 7. 
 
Figura 7. Transferencia de pronúcleos (PNT). Wolf et al., Trends Mol Med. 2015. 
 
La primera vez que se realizó la transferencia de PN de un zigoto a otro 






a individuos vivos64. En al año 2005 se utilizó por primera vez la técnica de PNT 
en ratón como modelo experimental para las terapias de transferencia 
mitocondrial65 observándose que la recuperación de las mitocondrias 
provenientes del ovocito donante de PN (ADNn) en los ratones producidos a 
partir de PNT era bastante alta. En una de las publicaciones más recientes la 
recuperación era del 24% en la primera generación y del 22% en la segunda 
generación 66.  
Actualmente se piensa que la recuperación del genotipo mitocondrial 
original se debe al gran tamaño de los PN, que implica un gran tamaño del 
carioplasto que se transfiere, y también a la distribución desigual de las 
mitocondrias en el zigoto que se sitúan preferencialmente alrededor de los PN67. 
Así pues, aunque se consiguiera reducir el tamaño del carioplasto, debido a la 
distribución de las mitocondrias es posible que la cantidad de mitocondrias que 
se transfieren sea inaceptable. 
En un estudio publicado en 2010 se emplearon embriones humanos de 
fecundación anómala con un PN o más de dos PNs para producir embriones de 
2PNs. Los resultados fueron que de un total de 36 embriones reconstruidos sólo 
3 de ellos se desarrollaron hasta blastocisto con un porcentaje de heteroplasmia 
menor al 2%63. Así pues la cantidad de mitocondrias transferidas en humanos es 
mucho menor que en ratón y por lo tanto PNT podría ser contemplada como 
técnica de reemplazamiento mitocondrial. El bajo porcentaje de blastocistos, solo 
un 50% de la tasa normal de desarrollo a blastocisto de los embriones de 
fecundación anómala, se debe seguramente al origen parental desconocido de los 
PNs.  
El PN paterno y materno en zigotos humanos es indistinguible, por lo que 
es probable que en los zigotos de fecundación anómala con 1PN o 3PN, al 






reconstruidos presenten 2 PNs paternos y otros presenten 2 PNs maternos y esto 
contribuya a la reducida tasa de desarrollo que presentan los embriones tras 
PNT63. 
Debida a la baja tasa de desarrollo obtenida en humanos no es posible 
evaluar la seguridad y eficacia de esta técnica en zigotos normales, por lo que se 
recomienda realizar más estudios en primates y humanos antes de confirmar la 
viabilidad de PNT como técnica de reemplazamiento mitocondrial.  
 
3.1.2. TRASFERENCIA DE LA PLACA METAFÁSICA DE LA 
SEGUNDA DIVISIÓN MEIÓTICA (ST) 
Los ovocitos maduros se encuentran detenidos en el estadio de MII hasta 
que tenga lugar la fecundación y se reanude la meiosis. El ADNn se encuentra 
condensado en cromosomas en el huso acromático formando la placa metafásica 
de la segunda división meiótica. En este estadio ya ha tenido lugar la primera 
división meiótica y solo la mitad de los cromosomas, formados por 2 cromátidas 
cada uno, se encuentran en el huso acromático. 
La ST consiste en la transferencia de la placa metafásica de la segunda 
división meiótica, rodeada por la membrana y una pequeña cantidad de 
citoplasma (carioplasto) a otro ovocito MII previamente enucleado como se 
puede observar en la Figura 8. Tras la fusión del carioplasto con el citoplasma se 







Figura 8. Spindle Transfer. Wolf et al., Trends Mol Med. 2015. 
 
En 2009 se utilizó por primera vez ST en mono Rhesus, su eficacia y 
seguridad se demostró con el nacimiento de 4 individuos sanos y niveles de 
recuperación del ADNmt proveniente del ovocito donante de ADNn inferiores al 
3%62. En 2012 varios autores publicaron la ST en ovocitos humanos obteniéndose 
niveles de recuperación inferiores al 2%68. Por lo tanto el futuro de ST como MRT 
parece prometedor. 
 
3.1.3. TRASFERENCIA DEL CORPÚSCULO POLAR (TCP) 
Cuando los ovocitos se encuentran en MII ya se ha producido la primera 
división meiótica y por lo tanto ya han extruido el primer corpúsculo polar (CP1) 
que contiene la mitad de los cromosomas formados por dos cromátidas cada uno. 






división meiótica donde se extruye el segundo corpúsculo polar (CP2) que 
contiene la mitad de los cromosomas, pero esta vez están formados por una única 
cromátida.  
Se pueden realizar 2 tipos de TCP, la transferencia del primer corpúsculo 
polar (TCP1) y la transferencia del segundo corpúsculo polar (TCP2). 
La transferencia del primer corpúsculo polar (TCP1) consiste en la 
transferencia del CP1 de un ovocito MII a otro ovocito MII previamente 
enucleado. Una vez tiene lugar la fusión del CP1 con el citoplasma del ovocito 
enucleado se procede a la fecundación del ovocito reconstruido, como se puede 
observar en la Figura 9. 
 








La transferencia del segundo corpúsculo polar (TCP2) consiste en 
transferir el CP2 de un zigoto a otro zigoto donde previamente se ha extraído el 
PN femenino (Figura 10). 
 
Figura 10. Transferencia del segundo corpúsculo polar. Wolf et al., Trends Mol Med. 2015. 
 
En 1997 y 1998 se llevó a cabo en ratón la TCP2 y la TCP1 
respectivamente observándose que tanto la transferencia del CP1 en el citoplasma 
de un ovocito como la del CP2 en el citoplasma de un zigoto permite completar 
la meiosis normalmente y dar lugar a individuos vivos69,70. La ventaja del uso de 
CP es que el número de mitocondrias presentes en ellos es muy reducido71, así 
pues se esperan bajos niveles de recuperación de ADNmt. Nuevos estudios 
usando TCP han indicado que los niveles de recuperación del ADNmt en ratones 
procedentes de TCP1 y TCP2 han sido muy bajos, indetectables tras la TCP1 y 






Hasta el momento no se ha tenido éxito usando TCP con ningún otro 
mamífero, posiblemente se deba a que en la mayoría de las especies el tiempo de 
vida del CP es muy breve72, a causa de un proceso apoptótico que lleva a la 
fragmentación y degradación del ADN73. En ratón se ha observado que la mitad 
de los CP degeneran en un par de horas tras la ovulación aunque tras 14 horas 
aún quedan un 5-10% vivos70. 
Además de su utilización como terapia de reemplazo mitocondrial, la 
importancia de la transferencia del CP1 es que ofrece la posibilidad a cualquier 
paciente que se someta a un tratamiento de fertilidad de duplicar su número de 
ovocitos. Teóricamente el uso de la transferencia del CP2 cuadruplicaría el 
número de ovocitos pero la transferencia del CP2 es complicada debido a la 
necesidad de identificar el PN femenino, lo que es relativamente fácil en ratón 
pero muy complicado en humanos72. 
El éxito de un tratamiento de infertilidad es altamente dependiente de la 
adecuada respuesta de las pacientes a la estimulación ovárica ya que determina el 
número y también la calidad ovocitaria. Desafortunadamente del 9 al 25% de los 
ciclos no responden adecuadamente a la estimulación debido a una baja respuesta 
ovárica a la estimulación hormonal74. Esto da lugar a un número reducido de 
ovocitos maduros que está relacionado con un bajo porcentaje de éxito tras el 
tratamiento de infertilidad.  
Un estudio reciente determina que los individuos nacidos por 
transferencia embrionaria varían desde el 9.2% cuando solo se recupera un 
ovocito al 31.3% cuando se recuperan más de 16 ovocitos75. Así pues la 
posibilidad de aumentar el número de ovocitos disponibles para las mujeres con 







3.2. SEGURIDAD Y EFECTIVIDAD EN LAS TÉCNICAS DE 
TRANSFERENCIA MITOCONDRIAL 
Además de la recuperación del ADNmt del ovocito donante de ADNn en 
los embriones producidos, tema del que ya se ha hablado durante las técnicas de 
transferencia mitocondrial, hay otros factores a tener en cuenta para la seguridad 
y eficacia de estas técnicas. 
 
3.2.1. INHIBIDORES DEL CITOESQUELETO 
Tanto la ST como la TPN durante el proceso de micromanipulación 
necesitan la presencia de un inhibidor de los microfilamentos de actina del 
citoesqueleto, este inhibidor es la citocalasina B. Además la TPN necesita 
también la exposición de los zigotos al inhibidor de microtúbulos de tubulina del 
citoesqueleto, que en este caso es el nocodazol. Ambos inhibidores facilitan la 
separación de la placa metafásica o los PN, reduciendo la lisis72. Dichos reactivos 
debido a su gran toxicidad se tienen que utilizar en bajas concentraciones, en 
cortos periodos de tiempo y los ovocitos o zigotos deben ser lavados 
intensamente. Teniendo en cuenta estos factores no parece que haya ningún 
efecto negativo en su uso según los últimos experimentos realizados en ratón66 o 
mono62. 
 
3.2.2. GENERACIÓN DE ANEUPLOIDÍAS 
Durante los procesos de micromanipulación se puede alterar el número 






En el zigoto, una vez formados los PNs, para que tenga lugar la correcta 
segregación de los cromosomas durante la primera división mitótica es necesario 
la correcta formación de un huso mitótico bipolar y para ello es necesario que el 
zigoto tenga 2 centriolos que en humanos provienen del espermatozoide y se 
encuentran pegados a la membrana pronuclear53. Al intentar reducir la cantidad 
de citoplasma que se transfiere con los PNs, es importante asegurarse que hay 
suficiente citoplasma que pueda incluir los centriolos y no se esté transfiriendo 
un número incorrecto de centriolos, lo cual dará lugar en el embrión a 
aneuploidías76.  
A diferencia de lo que ocurre en los PNs, los cromosomas situados en la 
placa metafásica no se encuentran envueltos por ninguna membrana nuclear que 
prevenga la pérdida de algún cromosoma durante el proceso de extracción de la 
placa metafásica. Normalmente los cromosomas se sitúan correctamente 
alineados en el ecuador de la placa metafásica, pero algunos estudios han 
observado que es posible que se dé la dispersión de algún cromosoma como 
respuesta a la exposición de determinadas condiciones ambientales como la 
bajada de temperatura77. Por lo tanto es importante realizar las 
micromanipulaciones en un ambiente altamente controlado para minimizar el 
riesgo de aneuploidías. 
 
3.2.3. INCOMPATIBILIDAD ENTRE EL ADN NUCLEAR (ADNn) Y 
MITOCONDRIAL (ADNmt) 
Como se ha comentado anteriormente, 13 proteínas del sistema 
OXPHOS están codificadas en el ADNmt, pero el resto de proteínas que forman 
parte del sistema OXPHOS, las cuales son necesarias para los procesos de 






el metabolismo mitocondrial, están codificadas en el ADNn13. Así pues las 
proteínas codificadas por ambos genomas deben ser altamente compatibles para 
mantener la estructura y las propiedades bioquímicas requeridas para el correcto 
funcionamiento, por lo cual y debido a esta interacción el ADNmt y el nuclear se 
han visto sometidos a una adaptación co-evolutiva78.  
Incompatibilidades genéticas entre poblaciones generan aislamiento 
reproductivo post-zigótico que dan lugar a procesos de especiación79. 
Originalmente estas incompatibilidades se asociaban a la interacción entre genes 
nucleares, pero recientes estudios han observado incompatibilidades entre los 
genomas nuclear y mitocondrial en levadura80y Drosophila81. En mamíferos el 
escaso éxito conseguido tras la transferencia nuclear de célula somática 
interespecie (ISCNT) se asocia, sin haber podido ser demostrado, a la 
incompatibilidad entre el ADNn y mitocondrial entre las distintas especies82. 
 Se han llevado a cabo estudios en ratones generados mediante el cruce 
entre distintas especies o entre distintas cepas dentro de la misma especie, 
observándose problemas cognitivos en ratones de distinta especie que se asocian 
a incompatibilidades entre el ADNmt y ADNn 83, mientras que entre cepas de la 
misma especie no se ha observado ningún problema84,. Aun observándose 
problemas cognitivos asociados a la incompatibilidad ADNn-ADNmt, estos 
ratones híbridos tienen limitaciones para el estudio de la incompatibilidad como 
barrera post-zigótica, ya que mientras el ADNmt proviene exclusivamente de una 
especie, al ADNn contribuyen las dos especies, por lo que la presencia de los 
alelos relacionados con el donante de ADNmt permitirá una correcta interacción 
entre el ADNn y el ADNmt que da lugar a la supervivencia de los ratones híbridos 







3.2.4. SINCRONIZACIÓN DE LOS CICLOS OVÁRICOS DE LA 
DONANTE Y LA PACIENTE 
Para la realización de estas técnicas es necesario obtener ovocitos 
maduros MII de dos mujeres distintas, la paciente y la donante del citoplasma, 
esto debe realizarse el mismo día y con el menor periodo de tiempo posible entre 
las 2 recuperaciones ovocitarias; pero debido a variaciones biológicas de las 
distintas mujeres en su respuesta a la estimulación ovárica, no es posible 
garantizarlo.  
Una solución a este problema sería el uso de ovocitos congelados, ya que, 
la vitrificación de ovocitos es una práctica rutinaria en las clínicas de 
reproducción asistida con unos buenos resultados. Entorno a un 85% de 
supervivencia tras la criopreservación, las tasas de fecundación son del 75%, 
mientras que las tasas de desarrollo son del 48%85.  
En monos se ha publicado la formación de blastocistos y el nacimiento 
de una hembra tras el uso de ovocitos vitrificados como donantes de placa 
metafásica en la ST86. Estos resultados unidos a los buenos resultados obtenidos 
en las clínicas tras el uso de ovocitos vitrificados87 sugieren que el uso de ovocitos 

















































Para la realización de este trabajo se planteó un Objetivo General y 
cuatro Objetivos Parciales: 
 
OBJETIVO  GENERAL:  
 Estudiar el completo reemplazamiento del citoplasma en la línea 
germinal femenina para su aplicación clínica en mujeres portadoras 
de ADN mitocondrial mutado. 
OBJETIVOS  PARCIALES: 
 Estudiar la eficacia y seguridad del reemplazo del ADN 
mitocondrial en ovocitos humanos mediante el desarrollo in vitro 
de blastocistos y de las células madre embrionarias derivadas a 
partir de ellos. 
 Observar la eficacia del reemplazo del ADN mitocondrial 
mediante la utilización de ovocitos congelados. 
 Estudiar el efecto del reemplazo mitocondrial entre mujeres con 
distintos haplotipos mitocondriales. 
  Observar la incompatibilidad entre el ADN nuclear y el ADN 
mitocondrial como barrera post-zigótica utilizando modelos 
experimentales de animales. 
 




























Para la realización de este trabajo se elaboraron 2 estudios.  
El primero de ellos consistió en estudiar el reemplazamiento del ADNmt 
en ovocitos humanos. Para su elaboración se utilizaron muestras humanas. Los 
protocolos del estudio que nos permitió el uso de material humano fueron 
aprobados por el Comité de Supervisión de Investigación con Células Madre 
Embrionarias de la Universidad de Ciencias y Salud de Oregón (OHSU) y por la 
Junta de Evaluación Institucional (IRB) (Anexo I, pág. 165). 
El segundo de ellos fue el estudio de la incompatibilidad entre el ADNmt 
y el ADNn como barrera de aislamiento post-zigótica en ratones. Para su 
realización se utilizaron ratones vivos. Todos los procedimientos con animales 
fueron aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado Animal de la 
Universidad de Ciencias y Salud de Oregón. (Anexo II, pág. 167). 
 
ESTUDIO 1: REEMPLAZAMIENTO DEL ADNmt DE 
OVOCITOS HUMANOS 
 
1.1. DONANTES DE GAMETOS 
La información para reclutar a las donantes de ovocitos fue mediante 
anuncios impresos y en la página web de la Unidad de Investigación de Salud de 
Mujeres de OHSU, www.ohsuhealth.com/women. Los donantes de esperma 
fueron reclutados en la clínica de reproducción asistida de OHSU. 




Las mujeres que se interesaron por el estudio fueron seleccionadas 
teniendo en cuenta su salud reproductiva, médica y psicosocial. Las mujeres 
sanas, no obesas [Índice de masa corporal (IMC) < 28 kg/m2] y con edades 
comprendidas entre 21 y 34 años que pasaron las evaluaciones médicas y 
psicológicas iniciales, fueron seleccionadas como donantes de ovocitos para la 
investigación. Las mujeres portadoras de mutaciones mitocondriales pasaron las 
mismas pruebas de salud reproductiva, médica y psicosocial, pero no se tuvo en 
cuenta su IMC y se amplió el rango de edad de 34 a 36 años. Participaron un total 
de diecinueve donantes de ovocitos sanas, cuatro donantes de ovocitos portadoras 
de mutaciones mitocondriales y tres donantes de esperma sanos con edades 
comprendidas entre 21 y 60 años. Todas las personas fueron informadas con todo 
tipo de detalles sobre el procedimiento a seguir y por supuesto anónima y 
voluntariamente firmaron el consentimiento informado. (Anexo III, pág. 169, 
consentimiento de donante de óvulos y Anexo IV, pág. 187, consentimiento de 
donante de esperma).  
Todos los donantes fueron compensados económicamente por su tiempo, 
esfuerzo, y sobre todo por las molestias derivadas del proceso de donación. 
 
1.2. OBTENCIÓN DE OVOCITOS 
Los protocolos de estimulación de la ovulación siguieron las directrices 
clínicas de los tratamientos de reproducción asistida ya establecidas y 
consistieron en una combinación de hormona recombinante folículo estimulante 
(rFSH), gonadotropina menopaúsica humana (hMG) y agonistas o antagonistas 
de las hormonas liberadoras de gonadotropinas (GnRH). Cuando dos o más 
folículos alcanzaron 18 mm de diámetro se les inyectó gonadotropina coriónica 
humana (hCG) que provocó la ovulación. Treinta y seis horas después de la 





inyección de la hCG tiene lugar la punción ovárica mediante la aspiración 
folicular vía transvaginal. 
Se recolectaron los Complejos Cúmulo-Ovocito (COCs) y se colocaron 
en medio HTF con HEPES (Lifeglobal®, IVFonline, LLC) complementados con 
10% de sustituto de suero proteico (SPS) (Quinns Advantage Serum®, 
CooperSurgical, INC) y cubiertos con aceite de cultivo (Sage IVF®, Cooper 
Surgical, Inc) y mantenidos a 37°C. Los COCs se trataron con hialuronidasa 
(Sigma) a una concentración final de 1mg/ml en medio HTF con HEPES para 
eliminar las células del cúmulo. Una vez eliminadas las células, los ovocitos se 
clasificaron en función de su estado de maduración como vesícula germinal (GV), 
metafase I (MI) y ovocitos maduros metafase II (MII) y se colocaron en medio 
Global (Lifeglobal®, IVFonline, LLC)  suplementado con 10% de SPS en el 
incubador (Nu-Airea, Modelo UN-S425-600) a 37°C y 5% de CO2. 
 
1.3. REEMPLAZAMIENTO MITOCONDRIAL MEDIANTE 
TRANSFERENCIA DE LA PLACA METAFÁSICA (ST) EN 
OVOCITOS MII 
Se colocaron los ovocitos MII de dos donantes no emparentadas en gotas 
de l de medio HTF con HEPES que contienen 5 µg/µl de citocalasina B 
(Sigma) en una placa con base de cristal (World Precision Instrument FD5040-
100). Las gotas se cubrieron con aceite de cultivo y se mantuvieron los ovocitos 
a 37°C durante 10-15 minutos antes del aislamiento de la placa metafásica. Se 
colocó la placa en la platina de un microscopio invertido (Olympus IX71) 
equipado con calentador de platina (www.tokaihit.com), micromanipuladores 
(Narishige), Sistema de imagen OosightTM (www.cri-inc.com) y objetivo 20x con 
láser (www.hamiltonthorne.com).  




Se sujetó un ovocito con una pipeta de sujeción (Origio, Humangen) de 
manera que la placa metafásica se situaba aproximadamente a las 3 en punto. Se 
perforó con el láser la zona pelúcida a la altura de la placa metafásica y se 
introdujo una pipeta de enucleación (Biomedical Instruments) a través de la 
abertura. Se aspiró la placa metafásica en el interior de la pipeta con la mínima 
cantidad de citoplasma posible y membrana citoplasmática. El carioplasto fue 
entonces expuesto al extracto de Sendai Virus (SeV) (GenomONE-CF-EX 
Sendai Virus (HJV) Envelope Cell fusión Kit, COSMO Bio USA) y colocado 
dentro del espacio perivitelino en la posición opuesta al primer corpúsculo polar 
de otro ovocito previamente enucleado.  
Los ovocitos fueron enjuagados en HTF con HEPES suplementado con 
10% de SPS y posteriormente transferidos a una placa con medio Global 
suplementado con 10% de SPS e incubados a 37°C y 5% de CO2 durante 30 
minutos hasta que se produjo la fusión del carioplasto con el citoplasma del 
ovocito. 
 
1.4. FECUNDACIÓN Y DESARROLLO EMBRIONARIO 
Los ovocitos fueron fertilizados mediante inyección intracitoplasmática 
de espermatozoides (ICSI) utilizando esperma congelado y descongelado, 
después de 30 minutos a 2 horas tras la transferencia de la placa metafásica. 
Posteriormente se cultivaron en medio Global suplementado con 10% de SPS y 
se incubaron a 37°C, 6% CO2, 5% O2 y 89% N2.  
Se confirmó la fecundación 16 horas después de ICSI observándose la 
formación pronuclear y extrusión del 2° corpúsculo polar. Los embriones se 
dejaron en cultivo durante 6 días hasta que se desarrollaron a blastocistos. 
 





1.5. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LAS ESC  
Después de eliminar la zona pelúcida de los blastocistos con proteasa al 
0,5% (Sigma), los blastocistos se colocaron sobre capas de alimentación de 
fibroblastos embrionarios de ratón, (mEF) y se cultivaron durante 5-7 días a 37°C, 
3% CO2, 5% O2, y 92% N2 en medio de cultivo de ESC [DMEM/F12 (Invitrogen) 
con 0,1 mM aminoácidos no esenciales (Gibco), 1 mM L-Glutamina (Gibco), 0,1 
mM β-mercaptoetanol (Sigma), 5 ng/ml factor básico de crecimiento de 
fibroblastos (Sigma), 10 µM inhibidor Rock (Sigma), 10% suero fetal bovino 
(Thermo Scientific) y 10% suero de reemplazo knockout (Invitrogen)]. En los 
casos donde se observó crecimiento de la masa celular interna (ICM) se troceo en 
pequeñas partes con un micro escalpelo y se sembraron de nuevo en placas mEF 
frescas. Las colonias con morfología similar a ESC se seleccionaron para una 
posterior propagación, caracterización y análisis citogenéticos. 
 
1.6. FORMACIÓN DE TERATOMAS 
Se inyectaron aproximadamente de 3 a 5 millones de ESC no 
diferenciadas en el músculo de la pata trasera de ratones macho 
inmunodeprimidos (SCID) de 4 semanas, usando una aguja de calibre 18G. De 
seis a siete semanas después de la inyección, los ratones fueron sacrificados y los 
tumores se diseccionaron, y clasificaron histológicamente según la presencia de 
tejidos representativos de las tres capas germinales en el Servicio de Histología 








1.7. ANÁLISIS GENÉTICO Y CITOGENÉTICO 
Se extrajo el ADN de las ESC, esperma, muestras de sangre y 
fibroblastos de las donantes utilizando el kit de purificación de DNA Purogen 
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del laboratorio.  
Para el genotipado y análisis de parentesco se realizó un análisis de 
polimorfismo de repeticiones cortas en tándem (STR) donde se usaron 19 
marcadores que representan 18 loci autosómicos (D1S548, D2S1333, D3S1768, 
D4S2365, D4S413, D5S1457, D6S501, D7S513, D10S1412, D11S2002, 
D11S925, D12S364, D12S67, D13S765, D16S403, D17S1300, D18S537 y 
MFGT22) y 1 locus del cromosoma sexual X (DXS2506). Las muestras de ADN 
fueron enviadas al laboratorio veterinario de Genética de la Universidad de 
California, Davis. 
Para el análisis de mutaciones genéticas se realizó un análisis de 
variación en el número de copias (CNV). Para ello las muestras de ADN fueron 
enviadas al Hospital de niños de Cincinnati.  
Para el cariotipado, en primer lugar se preparan las células. Se añade 
0.2µg/ml de colcemida (Gibco) a las células para provocar su arresto meiótico en 
metafase. Se disocian las células con tripsina (Invitrogen) y se tratan con 0.75M 
solución hipotónica KCl para expandir el tamaño de las células. Finalmente se 
fijan con solución 3:1 de metanol/ácido acético. Las ESC preparadas fueron 
enviadas al Laboratorio de genética humana de la Universidad de Nebraska y al 
laboratorio de investigación citogenético de OHSU donde se realizó el análisis de 
cariotipo por bandeo GWT en 20 células metafase de cada línea ESC. 
 
 





1.8. ANÁLISIS DEL ADNmt 
1.8.1. GENOTIPADO DEL ADNmt 
Se realiza el genotipado del ADNmt en 6 de las donantes y en las líneas 
celulares ST que se obtienen a partir de ellas, mediante la amplificación del 
segmento hipervariable 1 (HSV-1) de la región de control del ADNmt D-Loop.  
Para la amplificación se usaron el juego de primers: 
- Forward (5’-TTAAACTATTCTCTGTTCTTTCAT-3’) 
- Reverse (5’- TCCGGCTCCAGCGTCTCGCA-3’).  
La reacción de PCR se realizó en un volumen de 50µL que contenía 
muestras de ADN, polimerasa Pfx50 (Invitrogen) y los primers a una 
concentración 0.5µM. Se secuenciaron los productos de la PCR y se identificaron 
las localizaciones de los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) usando el 
programa Sequencher v. 4.7 (GeneCodes). 
 
1.8.2. NIVELES DE HETEROPLASMIA 
Para medir los niveles de heteroplasmia de embriones ST y/o ESC ST se 
realizó el análisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción 
(RFLP), la PCR cuantitativa de amplificación refractaria de sistemas de 
mutaciones (ARMS-qPCR), el método de secuenciación Sanger y el Sistema 
Illumina MiSeq. 
• RFLP: se identificaron lugares de digestión únicos en 4 de las donantes 
y en las líneas celulares ST que se obtuvieron a partir de ellas. Se ajustó la 
cantidad de los productos de la PCR anterior a 250 µg y fueron digeridos por los 




enzimas (EcoRV y Earl) durante una noche. Las muestras se analizaron usando 
un gel de agarosa 3%. 
• ARMS-qPCR: se midió el nivel de heteroplasmia en embriones ST y 
ESC ST provenientes de 2 pacientes Para el ensayo discriminativo (D) se 
diseñaron primers y sonda Taqman (FAM) para detectar SNPs únicos entre los 
dos haplotipos del ADNmt de las donantes de ovocitos que contribuyen a la 
formación de estos zigotos y ESC. Para una paciente: 
- Forward 5’-AGGGTGGGTAGGTTTGTAGA-3’  
- Reverse 5’-AGCAAGTACAGCAATCAATCC-3’ 
Y para la otra paciente:  
- Forward 5’-GGGTGGGTAGGTTTGTAGG-3’ 
- Reverse 5’-AAGCAAGTACAGCAATCAAACT-3’. 
La sonda Taqman (FAM) fue la misma para ambas FAM-
ATCACACATCAACTGCAACTCCAAAGCC. Para el ensayo no 
discriminativo (ND), se diseñaron primers y sonda TaqMan (FAM) para detectar 
una región común entre los dos ADNmt:  
- Forward 5’-CTATGTACTGTTAAGGGTGGGTA-3’ 
- Reverse 5’-GCTTACAAGCAAGTACAGCAA-3’  
Se usó la misma sonda TaqMan que en el ensayo discriminativo. El 
volumen total de la reacción es de 15 µl  y contiene muestra de ADN, 250nM de 
cada conjunto de primers, 150 nmM de cada sonda TaqMan y 1x de Master Mix 
Rotor-Gene Multiplex (Qiagen). Todas las reacciones se realizaron por duplicado 
con dos cantidades diferentes de ADN: 8 ng y 1 ng. Las intensidades de señal 
fluorescente se registraron y analizaron durante la PCR en un sistema de PCR 
rápido en tiempo real ABI 7900HT (Applied Biosystems) utilizando el programa 





SDS (versión 2.4). El porcentaje de ADNmt donante, en relación con el ADNmt 
total se calculó según la ecuación: heteroplasmia = 100 x (cantidad D/cantidad 
ND).  
• Secuenciación Sanger: Para la amplificación se usaron los juegos de 
primers: 
- Forward 5’- CGCTAAGCTCGCACTGATTT-3’ 
- Reverse 5’- AGCTCGGCTCGAATAAGGAG-3’ 
- Forward 5’-GGCTCATTCATTTCTCTAACAGC-3’ 
- Reverse 5’- TCCGAGGAGGTTAGTTGT-3’  
El volumen total de la reacción es de 20 µl  y contiene, muestra de ADN, 
10nM de cada uno de los primers, forward y reverse correspondiente y de Master 
Mix Platinum PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen). Posteriormente el 
producto PCR se purificó. En un volumen total de 9µl se añadieron 3.5µl del 
producto purificado y el primer correspondiente a una concentración 10nM y se 
mandó a secuenciar al Instituto Vollum de OHSU. 
• Sistema Illumina MiSeq 
Para determinar el haplotipo de las donantes y el nivel de heteroplasmia 
de todas las líneas ESC ST producidas, se secuenció el genoma mitocondrial 
completo mediante el Sistema Illumina MiSeq. En primer lugar se amplificó el 
ADNmt completo usando los primers:  
- Forward 5’-GGACACTAGGAAAAAACCTTGTAGAGAGAG-3’   
- Reverse 5’-AAAGAGCTGTTCCTCTTTGGACTAACA-3’ 




La amplificación se realizó mediante el uso de TAKARA LA Taq 
polimerasa (Takara Biotechnology). La concentración de los productos de la PCR 
se midió mediante el fluorímetro Qubit 2.0. Las muestras se prepararon siguiendo 
las instrucciones del kit Nextera XT Sample preparation. La secuenciación de las 
muestras se llevó a cabo en el sistema Illumina MiSeq y los datos se analizaron 
mediante el programa Nextgene (Softgenetics). 
1.9. INMUNOCITOQUÍMICA 
Para el marcaje de los microtúbulos en los ovocitos, en primer lugar se 
fijan los ovocitos con la solución de fijación [20% MTBS (500mM Pipes, 25mM 
MgCl2, 12.5mM EGTA), 1mM DTT, 50% Oxido de deuterio, 0.0001mM 
Paclitaxel, 0.1% Triton X100, 2% Formaldehído, 0.01% Aprotinina] durante 1 
hora a 38ºC. Después se lavaron varias veces en PBS y se permeabilizaron con 
Triton X-100 al 0.5% en solución de lavado (PBS, 2% BSA, 2% serum de cabra, 
0.2% leche en polvo, 0.1% Triton X-100) durante 30 minutos a temperatura 
ambiente y se bloquearon con la solución de lavado durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. Después los ovocitos se incubaron con el anticuerpo 
primario (α y β-tubulina acetilada) (Sigma) preparados a una concentración 1:100 
durante 1h a 38ºC, seguidamente se lavaron varias veces con la solución de lavado 
y se incubaron con el anticuerpo secundario (cabra  ratón IgG) (Santa Cruz 
Biotech) preparado a una concentración 1:150 durante 1h a 38ºC y oscuridad. Se 
volvieron a lavar con solución de lavado varias veces y finalmente los ovocitos 
se colocaron sobre un portaobjetos de cristal, se añadió una gota de medio de 
montaje con DAPI para teñir los núcleos y se montó el cubre sobre el 
portaobjetos.  
Las ESC se cultivaron en portaobjetos para inmunocitoquímica tratados 
con gelatina. Posteriormente fueron fijadas con paraformaldehído al 4% durante 
15 min a temperatura ambiente. Tras varios lavados con PBS las células se 





permeabilizaron con una solución de PBS, Triton X-100 al 0.2% y Tween-20 al 
0.1% durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavaron varias veces con PBS y 
se bloquearon las uniones inespecíficas con una solución de PBS, serum normal 
al 2% y Tween-20 al 0.05% durante 30 min a temperatura ambiente. 
Seguidamente las células se incubaron con los anticuerpos primarios 
correspondientes (OCT4, SOX2, TRA1-60, TRA1-81 y SSEA-4) (Applied 
StemCell) preparados a una concentración 1:100 durante 40 min a temperatura 
ambiente. Posteriormente se lavaron 3 veces 5 min cada lavado con una solución 
de PBS y Tween-20 al 0.05% y se incubaron con los anticuerpos secundarios 
necesarios (cabra  ratón IgG, Burro  cabra IgG y Burro  ratón IgM) (Santa 
Cruz Biotech) preparados a una concentración 1:150 durante 1 hora  a 
temperatura ambiente y oscuridad. Se lavaron varias veces en una solución de 
PBS con Tween-20 al 0.05% y finalmente se añade medio de montaje con DAPI 
para teñir los núcleos al cubre y se montó sobre el portaobjetos. También se 
realizaron controles omitiendo el anticuerpo primario.  
La intensidad de fluorescencia se mide con el microscopio de 
fluorescencia EVOS. 
 
1.10. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
Los resultados obtenidos se analizaron con métodos estadísticos 
utilizando ANOVA de una vía para comparaciones de varios grupos y un Test t 
para comparaciones entre 2 grupos.  
En todos los análisis, se consideró significante un P valor menor a 0.05. 
Para el análisis estadístico se usó el programa SPSS 18 (IBM Company). 
 




1.11. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 Para este estudio se realiza el reemplazamiento del ADNmt mediante la 
técnica ST. El estudio se divide en 2 apartados: 
- Apartado 1: Por primera vez se estudia en ovocitos humanos la eficacia 
del reemplazamiento mitocondrial mediante ST. Para ello se utilizan los 
ovocitos obtenidos de 7 donantes sanas. Se realiza ST, se fecundan y se 
cultivan hasta blastocisto. A partir de los blastocistos se derivan ESC 
para realizar estudios genéticos que nos den información sobre la 
seguridad de la técnica. 
- Apartado 2: Se estudia la eficacia del reemplazamiento mitocondrial en 
tres grupos distintos. En donantes sanas con haplotipos próximos y 
alejados, en donantes portadoras de ADNmt mutado y en ovocitos 
congelados de donantes sanas. Para ello se utilizan ovocitos obtenidos 
de 12 donantes sanas y 4 donantes portadoras de ADNmt. Al igual que 
en el apartado anterior una vez obtenidos los blastocistos se derivan ESC 
para realizar estudios genéticos que nos den información sobre la 
seguridad de la técnica. 
 
ESTUDIO 2: INCOMPATIBILIDAD ENTRE EL ADNmt Y EL 
ADNn COMO BARRERA DE AISLAMIENTO POST-
ZIGÓTICA EN RATONES 
 
2.1. ANIMALES 
En el segundo bloque de este capítulo de material y métodos se utilizaron 
ratones de la subespecie Mus m. domesticus de la cepa C57Bl/6NCrl (B6) y de la 
cepa conplástica C57Bl/6J-mtPWD/PhJ (PWD) que conserva el 0.13% del ADNn de 





la subespecie Mus m. musculus PWD y ratones híbridos creados mediante el cruce 
de hembras B6 o PWD con machos de la subespecie Mus m. domesticus de la 
cepa DBA/2 generando ratones B6-DBA cuyo ADN nuclear proviene de 
subespecies Mus m. domesticus o ratones PWD-DBA cuyo ADNn proviene de 
ratones de las dos subespecies (Mus m. musculus y Mus m. domesticus). Los 
ratones se mantuvieron en condiciones controladas de iluminación (12h de 
luz/12h de oscuridad) y condiciones específicas libres de patógenos en la Unidad 
de Animales Pequeños del Centro Nacional de Investigación con Primates de 
Oregón.  
 
2.2. OBTENCIÓN DE OVOCITOS O ZIGOTOS 
Los ratones hembras fueron superovuladas con 5 UI de gonadotropina de 
suero de yegua preñada (PMSG) y gonadotropina coriónica humana (hCG). 14 
horas después de la inyección de hCG se recolectaron ovocitos MII a partir de los 
oviductos extirpados de las hembras. Para la recolección de zigotos tras la 
inyección de hCG las hembras se cruzan con ratones macho y tras 20h se 
recolectaron los zigotos.  
 
2.3. REEMPLAZAMIENTO MITOCONDRIAL MEDIANTE ST O 
TRANSFERENCIA DE PRONÚCLEOS (PNT) 
El reemplazamiento mitocondrial, se realizó mediante ST en ovocitos 
metafase II que se colocaron en gotas de medio FHM (95mM NaCl, 2.5mM KCl, 
0.35mM KH2PO4, 0.2mM MgSO4·7H2O, 10mM NA Lactato, 0.2mM Na 
Piruvato, 0.2mM glucosa, 1mM glutamina, 0.01mM EDTA, 4mM NaHCO3, 
1.71mM CaCl2·2H2O, 20mM HEPES, 4g/L BSA) que contenía 5 µg/ml de 




citocalasina B (Sigma) y mediante PNT en zigotos que se colocaron en gotas de 
medio FHM que contenía además de citocalasina B, 10 µg/ml de nocodazol 
(Sigma) y se cubrieron con aceite de cultivo. Todas las manipulaciones fueron 
realizadas con un microscopio invertido (Olympus IX71) equipado con 
calentador de platina (www.tokaihit.com), micromanipuladores (Narishige), 
Sistema de imagen OosightTM (www.cri-inc.com) y objetivo 20x con láser 
(www.hamiltonthorne.com).  Los ovocitos MII o zigotos se sujetaron con una 
pipeta de sujeción, la zona pelúcida se perforó con pulsos láser antes de insertar 
una pipeta de enucleación por la abertura. La placa metafásica o pronúcleos 
fueron aspirados con una cantidad mínima de citoplasma y membrana plasmática 
adyacente. El carioplasto resultante que contenía la placa metafásica o pronúcleos 
fue brevemente expuesto a SeV y transferido al espacio perivitelino de los 
ovocitos MII o zigotos enucleados previamente, asegurándonos que la membrana 
del carioplasto está en contacto con la membrana del ovocito o zigoto Los 
ovocitos o zigotos reconstruidos se incubaron en medio KSOM (Millipore) hasta 
que tuvo lugar la fusión.  
Tras la fusión, los ovocitos reconstruidos fueron fecundados in vitro. 
Finalmente los embriones producidos mediante ST o PNT se colocaron en gotas 
de medio KSOM cubiertos con aceite de cultivo celular y cultivados a 37°C, 5% 
CO2, 5% O2 y 90% N2 hasta el estadio de blastocisto.  
 
2.4. GENERACIÓN DE DESCENDENCIA F1, F2 y F3 
Los blastocistos se transfirieron a úteros de hembras de la cepa ICR 
pseudo preñadas (recipientes) y el embarazo fue monitorizado en función del 
peso de la hembra recipiente una semana después de la transferencia de los 
embriones. Se asumió el embarazo si las recipientes ganaban dos o más gramos 





de peso. Las recipientes gestantes se mantuvieron solas en jaulas. Toda la 
descendencia nació de manera natural y se destetó a los 21 días o bien si 
alcanzaban 10 gramos de peso. El nacimiento a término se definió como el día 
del nacimiento. Se consideraron nacidos muertos cuando las crías nacían muertas 
o eran canibalizadas por la madre el día del nacimiento. 
Al alcanzar la madurez sexual, la descendencia F1 de los grupos 
experimentales, se cruzaron con ratones macho de las correspondientes 
subespecies, para generar animales de la generación F2.  
Hembras seleccionadas de la generación F2 se cruzaron con ratones 
macho para generar animales de la generación F3. 
 
2.5. EXTRACCIÓN DE ADN DE ZIGOTOS Y TEJIDOS  
Los zigotos reconstruidos se transfirieron individualmente a tubos PCR 
de 0,2 ml y se extrajo el ADN utilizando el kit de extracción de Arcturus Pico 
Pure (Applied Biosystems).  
Para las muestras de tejido, tras el destete, se obtuvieron muestras de las 
colas de las crías. También se obtuvieron tejidos de los animales sacrificados 
(cerebro, corazón, riñón, hígado, piel, bazo y cola) utilizando el kit de 
purificación de DNA Purogen (Qiagen), siguiendo las instrucciones del 
laboratorio.  
Se utilizó el espectrofotómetro NanoDrop 2000 (NanoDrop 
Technologies) para medir la concentración del ADN. 
 
 




2.6. CUANTIFICACIÓN DE HETEROPLASMIA POR 
AMPLIFICACIÓN REFRACTARIA DE SISTEMAS DE 
MUTACIONES (ARMS-qPCR) 
Se realizaron análisis ARMs-qPCR para medir los niveles de 
heteroplasmia del ADNmt en zigotos y tejidos de las crías generadas. Para el 
ensayo discriminativo (D), se diseñaron los primers y la sonda TaqMan (FAM) 
que detectaron una  región del ADNmt en el gen ND5 única para el ADNmt de 
ratones B6:  
- Forward 5’-CCTACTAATTACACTAATCGCCACT-3’ 
- Reverse 5’- GAGGTCTGGGTCATTTTCGTTA-3’, 
- FAM-AACCGCGTTTTCCCCCCCTAA  
Y una región del ADNmt en el gen ND2 única para ADNmt de ratones PWD:  
- Forward 5’- ACTGCACATAGGACTTATTCTTGTC-3’ 
- Reverse 5’- TTGAGTAGCGGGTAGATTAGG-3’ 
- FAM-TGACAAAAAATCGCCCCCCTATCAA  
Para el ensayo no discriminativo (ND), se diseñaron los primers y la 
sonda TaqMan (TET) para detectar la región común a ambos ADNmt del gen 
COX3: 
- Forward 5’- TCTAGCCTCGTACCAACACATGAT-3’,  
- Reverse 5’- TGAAACACCTGATGCTAGAAGTACTGA-3’,  
- TET- TCCTGTTGGAGGTCAGCAGCCTCCT.  
Se siguió el mismo protocolo que se ha explicado previamente en el Estudio 1. 





2.7. ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LOS 
COMPLEJOS DE LA CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL 
Se probaron las actividades de los complejos I y IV de la cadena 
respiratoria en homogeneizados de músculo esquelético por métodos 
espectrofotométricos, como se describió anteriormente88. Para las mediciones de 
actividad, se utilizó un sistema lector de microplacas (Molecular Devices) en 
combinación con el programa SoftMax Pro. Las actividades enzimáticas se 
expresaron como porcentaje relativo a la citrato sintasa.  
 
2.8. CUANTIFICACIÓN DEL NÚMERO DE ESPERMATOZOIDES Y 
SU MOVILIDAD 
Se recolectaron muestras de esperma de epidídimos extirpados aplicando 
una ligera presión sobre el epidídimo y se incubaron las suspensiones de esperma 
en 200 ml de medio HTF (Millipore) durante 45 minutos a 37°C y 5% CO2. El 
número de espermatozoides, presentado en millones/mL, se basó en tres 
recuentos usando cámaras neubauer, mientras que la motilidad se calculó a partir 
de los espermatozoides que nadaban progresivamente en una población de 50 
espermatozoides. 
 
2.9. ANÁLISIS HISTOLÓGICOS 
Los ratones fueron sacrificados con CO2, seguido de una dislocación 
cervical. Se extrajeron los tejidos y se fijaron en un tampón neutro de formalina 
10% durante la noche. Se incrustaron en parafina y fueron procesadas por la 
Unidad del Servicio de Patología del Centro Nacional de Investigación con 
Primates de Oregón. 
 




2.10. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
Para expresar los resultados los datos se presentaron como media ±SEM 
en las tablas 21, 22, 23 y 27. Para la comparación de varios grupos, se empleó la 
prueba de Kruskal-Wallis en combinación con una prueba de U Mann-Whitney 
y un Test T para las comparaciones de dos grupos. 
También se presentaron los resultados como media ±SEM en los ensayos 
de la actividad de los complejos I y IV. Para su comparación se usó la ANOVA 
de una vía. 
Se usaron tablas de contingencia para la comparación de porcentajes de 
crías vivas y crías nacidas muertas en las hembras de la generación F1. 
En todos los análisis, se consideró significante un P valor menor a 0.05. 
Para el análisis estadístico se usó el programa SPSS 18 (IBM Company). 
 
2.11. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 Para estudiar la incompatibilidad entre el ADNn y el mitocondrial como 
barrera de aislamiento post-zigótico se crearon ratones cíbridos, es decir ratones 
donde el ADNn proviene únicamente de una cepa y el ADNmt proviene de otra 
cepa diferente. Los ratones cíbridos se crearon mediante PNT generando los 
grupos experimentales que se pueden ver en la Figura 11. 
Apartado 1: Se estudia la supervivencia de los ratones cíbridos 
producidos y su fertilidad. 
Apartado 2: Se estudia los niveles de heteroplasmia de los ratones 
cíbridos producidos y la segregación del ADNmt en la línea germinal. 
 













































Para comprender mejor los resultados que se han obtenido en este trabajo 
se analizará en primer lugar el Remplazamiento del ADNmt en ovocitos humanos 
(Estudio 1) y posteriormente la Incompatibilidad entre el ADNmt y el ADNn 
como barrera de aislamiento post-zigótica en ratones (Estudio 2). 
 
ESTUDIO 1. REEMPLAZAMIENTO DEL ADNmt EN 
OVOCITOS HUMANOS 
1.1. REEMPLAZAMIENTO DEL ADN EN OVOCITOS HUMANOS 
ENTRE DONANTES SANAS. 
Se realizó por primera vez en la Historia el reemplazamiento del ADNmt 
en ovocitos humanos. Para el grupo experimental ST (transferencia de placa 
metafásica) fueron seleccionados un total de 65 ovocitos MII. La transferencia de 
la placa metafásica rodeada por una membrana y una pequeña cantidad de 
citoplasma (carioplasto) fue un éxito entre 64 de los 65 ovocitos MII (Figura.12). 
 
Figura 12. Transferencia de la placa metafásica. A, Ovocito maduro MII con la placa metafásica. 
B, Carioplasto aislado en la pipeta de enucleación. C, Carioplasto con la placa metafásica intacta 
introducido en un ovocito donante de citoplasma previamente enucleado.  




Al proceso de fecundación mediante inyección intracitoplásmica del 
espermatozoide (ICSI) sobrevivieron 60 ovocitos, de los cuales 44 fueron 
fecundados observándose los pronúcleos. Estos resultados fueron similares a los 
obtenidos en el grupo Control donde de los 33 ovocitos MII seleccionados, 32 
ovocitos sobrevivieron a la fecundación mediante ICSI y 24 de ellos formaron 
pronúcleos visibles.  
Mediante estudios microscópicos se pudo observar que casi la mitad de los 
zigotos producidos mediante ST (21/44) reanudaron correctamente la meiosis 
observándose los 2 pronúcleos (PN) y los 2 corpúsculos polares (CP) propios de 
una correcta fecundación (2PN/2CP). Sin embargo los restantes zigotos ST 
presentaban un número irregular de PN y/o CP, observándose también una 
fecundación anómala en el grupo Control pero con una menor incidencia, 
apareciendo ésta en sólo 3 de los 24 zigotos (Tabla 1).  














Control 24 21 (88%) 3 (13%) 3 (13%) 0 0 0 
ST 44 21 (48%) 23 (52%) 3 (6.8%) 11 (25%) 3 (6.8%) 3 (6.8%) 
Fec: Fecundados y Cél: Células. 
La formación de blastocitos en el grupo ST fertilizado normalmente 
(13/21) fue estadísticamente igual al grupo Control (16/21). Todos los zigotos de 
fecundación anómala del grupo Control se detuvieron antes de llegar al estadio de 
blastocisto, lo que también ocurrió en la mayoría del grupo ST, donde sólo 6 de 23 
llegaron a blastocisto, siendo el desarrollo de los zigotos 3PN/1CP 





considerablemente mayor (4/11) que en el resto de los grupos de fecundación 
anómala (Figura 13 y Tabla 2).  
Figura 13. Desarrollo embrionario tras ST en ovocitos humanos. 
Tabla 2. Desarrollo embrionario de los embriones de fecundación normal en los grupos 










Control 32 24 (75%) 21 (88%) 16 (76%) 
ST 60 44 (73%) 21 (48%) 13 (62%) 
 
A continuación se derivaron células madre de los blastocitos obtenidos 
para obtener suficiente material con el que realizar análisis moleculares y 
citogenéticos que ofrecieran un mayor conocimiento de la capacidad de desarrollo 
de los embriones producidos por ST. Se derivaron un total de 15 líneas de ESC:  




 9 líneas celulares a partir de los 16 blastocitos Control que se llamaron 
líneas HESO (human embryonic stem cell from Oregon). 
 5 líneas celulares obtenidas de los 13 blastocitos ST desarrollados a 
partir de los zigotos de fecundación normal 2PN/2CP, que se llamaron 
líneas HESO-ST. 
 1 línea celular a partir de 4 blastocitos ST provenientes de zigotos de 
fecundación anómala 3PN/1CP, que se llamó también HESO-ST. 
 
En primer lugar se estudió la morfología de las ESC derivadas de 
embriones ST comparándolas con las ESC derivadas de embriones Control 
teniendo una morfología normal indistinguible las primeras de las segundas como 
se puede ver en la Figura 14.  
 
Figura 14. Morfología de las ESC derivadas de embriones Control y ST. Morfología típica de las 









A continuación se observó la expresión de marcadores estándar de 
pluripotencia incluyendo OCT-4, SOX2, SSEA-4, TRA-1-81 y TRA-1-60 tanto en 
las ESC derivadas de embriones ST como en las ESC Control, sin observarse 
ninguna diferencia entre ellos como se puede ver en la Figura 15. 
 
Figura 15. Análisis de pluripotencia en ESC derivadas de embriones control y ST. Expresión 
similar de los marcadores de pluripotencia en las líneas ESC Control y ST. 




Las ESC producidas se inyectaron en ratones inmunodeprimidos 
formando, como era esperado, teratomas que presentaban células y tejidos propias 
de las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo, como se puede 
ver en la Figura 16.  
 
Figura 16. Análisis histológico del teratoma inducido por la inyección de la línea HESO-ST5 en 
ratones SCID. Las flechas muestran rosetas neuroectodérmicas (ectodermo), glándulas intestinales 
(endodermo) y hueso, cartílago y fibras musculares (mesodermo). 
Los análisis citogenéticos indicaron que todas las líneas celulares HESO-
ST provenientes de fecundación normal (2PN/2CP) tenían un cariotipo diploide 
femenino o masculino, sin evidencias de ninguna anomalía cromosómica numérica 
o estructural. La línea celular obtenida a partir del blastocito de fecundación 
anómala (3PN/1CP) contenía un cariotipo anómalo triploide femenino. De las 
nueve líneas celulares derivadas de los blastocitos Control, dos de ellas tenían 
anomalías numéricas (Figura 17). La línea HESO-6 es 47XYY y la línea HESO-9 





es 45XO. Como ambas aneuploidías son debidas a cromosomas sexuales, se puede 
pensar que la anomalía fue inducida por el esperma que contenía dos cromosomas 
Y en un caso y ninguno en el otro. 
 
Figura 17. Cariotipos de líneas HESO y HESO-ST. En la parte superior izquierda el cariotipo 
normal de la línea HESO-1 y en la derecha el cariotipo anómalo de la línea HESO-9derivadas de 
embriones control no manipulados. En la parte inferior izquierda el cariotipo normal de la línea 
HESO-ST2 derivada de un embrión ST de fecundación normal y en la parte derecha el cariotipo 
triploide de la línea HESO-ST6 derivada de un embrión ST de fecundación anómala (3PN71CP). 




Hasta el momento los resultados obtenidos demuestran que el proceso de 
ST se puede realizar en ovocitos humanos con una alta eficacia, ya que tan sólo el 
1.5% (1/65) de los ovocitos sometidos a ST no superaron con éxito el proceso. Los 
ovocitos ST también son capaces de ser fecundados en tasas similares a los 
Controles (73% en el grupo ST y 75% en el grupo Control) y las líneas ESC 
derivadas de embriones ST de fecundación normal (2PN/2CP) son similares a las 
líneas Control tanto morfológicamente como en la expresión de marcadores de 
pluripotencia y además son cariotípicamente normales. 
Sin embargo se observó que aproximadamente la mitad de los embriones 
(52%) presentaban una fecundación anómala, sobre todo debido a un exceso en el 
número de PNs (39%). Este hallazgo fue algo inesperado ya que no había sido 
observado previamente en primates62.  
Para confirmar que todas las líneas ESC derivadas de embriones ST habían 
heredado los cromosomas del ovocito donante de placa metafásica se hizo un 
genotipado del ADNn mediante STR que confirmó que el ADNn de todas las líneas 
HESO-ST provienen del ovocito donante de placa metafásica como se puede ver 
en las Tablas 3, 4 y 5. 
Tabla 3. Análisis STR para determinar el origen de las líneas HESO-ST2, HESO-ST3 y 
HESO-ST4. 
Muestra Esperma #14 #15 HESO-ST2 HESO-ST3 HESO-ST4 
Cariotipo NT NT NT 46XX 46XX 46XY 
Donante PM    #14 #14 #14 
Donante Cito    #15 #15 #15 
D1S548 152/168 152/168 152/172 152/168 152/168 152/168 
D2S1333 285/301 285/297 293/293 285/301 285/297 285/285 
D3S1768 192/192 192/196 180/184 192/192 192/192 192/192 





D4S2365 296/300 196/196 296/300 296/300 296/300 296/300 
D4S413 123/125 125/135 123/159 123/135 123/135 123/135 
D5S1457 119/119 119/119 119/119 119/119 119/119 119/119 
D6S501 172/176 172/176 172/172 172/176 172/176 176/176 
D7S513 191/193 191/199 187/201 193/199 191/193 193/199 
D10S1412 156/156 162/165 162/162 156/165 156/165 156/165 
D11S2002 254/254 254/254 254/254 254/254 254/254 254/254 
D11S925 301/307 299/299 282/303 299/307 299/307 299/301 
D12S364 276/278 270/274 266/288 270/276 274/278 270/276 
D12S67 248/260 256/264 252/264 256/260 248/256 248/256 
D13S765 200/200 196/204 192/200 200/204 200/204 200/204 
D16S403 137/143 143/145 137/137 143/145 143/145 143/145 
D17S1300 257/257 257/265 265/265 257/265 257/265 257/257 
D18S537 196/196 200/204 200/204 196/204 196/200 196/200 
D18S72 305/305 305/309 301/301 305/309 305/305 305/305 
DXS2506 278 278/282 278/286 278/282 278/278 278/282 
MFGT22 104/106 108/108 104/108 104/108 104/108 106/108 
#: Número de identificación de la donante. NT: No testado. PM: Placa metafásica y Cito: 
Citoplasma. 
Los marcadores para los loci D10S1412, D11S925, D12S364 y D12S67 muestran que el ADNn en 
estas 3 líneas celulares proviene de la donante #14 (donante de placa metafásica). 
 





Tabla 4. Análisis STR para determinar el origen de las líneas HESO-ST5 y HESO-ST6. 
 
Muestra Esperma #12 #11 HESO-ST5 HESO-ST6 
Cariotipo NT NT NT 46XX 69XXX 
Donante PM    #11 #12 
Donante Cito    #12 #11 
D1S548 152/168 172/172 172/172 168/172 168/172 
D2S1333 285/301 297/305 301/305 285/305 297/301/305 
D3S1768 192/192 184/192 192/192 192/192 192/192 
D4S2365 296/300 296/296 296/296 296/296 296/296 
D4S413 123/125 133/153 155/159 123/159 123/133/153 
D5S1457 119/119 123/123 119/119 119/119 119/123 
D6S501 172/176 164/172 172/172 172/172 164/172 
D7S513 191/193 179/193 189/199 189/193 179/193 
D10S1412 156/156 162/165 156/162 156/162 156/162/165 
D11S2002 254/254 254/254 254/254 254/254 254/254 
D11S925 301/307 297/303 282/282 282/301 297/301/303 
D12S364 276/278 266/272 274/276 276/276 266/272/276 
D12S67 248/260 252/264 252/260 252/260 252/260/264 
D13S765 200/200 192/200 188/204 200/204 192/200 
D16S403 137/143 137/139 139/145 137/139 137/139 





D17S1300 257/257 257/269 253/267 257/267 257/269 
D18S537 196/196 196/204 196/200 196/196 196/204 
D18S72 305/305 305/305 305/305 305/305 305/305 
DXS2506 278 278/278 274/282 274/278 278/278 
MFGT22 104/106 104/108 104/108 106/108 104/106/108 
#: Número de identificación de la donante. NT: No testado. PM: Placa metafásica. y Cito: 
Citoplasma. 
Los marcadores para los loci D4S413 y D11S925 muestran que el ADNn de la línea HESO-ST5 
proviene de la donante #11 (donante de placa metafásica) y que la línea HESO-ST6 proviene de la 
donante#12 (donante de placa metafásica). 
Tabla 5. Análisis STR para determinar el origen de la línea HESO-ST7. 
Muestra Esperma #16 #17 HESO-ST7 
Cariotipo NT NT NT 46XY 
# PM    #16 
#Citoplasma    #17 
D1S548 152/168 168/172 152/172 152/172 
D2S1333 285/301 285/285 285/301 285/285 
D3S1768 192/192 192/196 188/192 192/192 
D4S2365 296/300 296/296 284/300 296/300 
D4S413 123/125 123/125 133/135 123/125 
D5S1457 119/119 119/123 101/119 119/119 
D6S501 172/176 172/172 168/176 172/176 
D7S513 191/193 193/195 175/183 193/195 




D10S1412 156/156 156/162 156/162 156/162 
D11S2002 254/254 254/254 254/254 254/254 
D11S925 301/307 282/299 282/282 299/307 
D12S364 276/278 264/264 264/270 264/276 
D12S67 248/260 256/264 248/256 256/260 
D13S765 200/200 188/200 188/200 200/200 
D16S403 137/143 145/147 141/143 137/145 
D17S1300 257/257 257/257 261/265 257/257 
D18S537 196/196 196/212 196/204 196/196 
D18S72 305/305 305/305 305/305 305/305 
DXS2506 278 278/278 278/278 278/278 
MFGT22 104/106 104/104 104/108 104/106 
#: Número de identificación de la donante. NT: No testado y PM: Placa metafásica.  
Los marcadores para los loci D11S925 y D16S403 muestran que el ADNn de esta línea celular 
proviene de la donante #16 (donante de placa metafásica). 
 
Posteriormente realizamos el genotipado del ADNmt mediante la 
secuenciación de la zona D-loop para determinar mediante la diferencia SNPs de 
donde provenía el ADNmt, observándose en todas las líneas HESO-ST que el 
ADNmt provenía del ovocito donante de citoplasma, como se puede observar en la 
Figura 18. 







Figura 18. Genotipado del ADNmt mediante la secuenciación de la región control D-Loop. El 
ADNmt en las líneas HESO-ST2, ST3 y ST4 proviene de la paciente #15, en la línea HESO-ST5 
proviene de la paciente #12, en la línea HESO-ST6 proviene de la paciente #11 y en la línea HESO-
ST7 proviene de la paciente #17. 




Como ya se observó previamente en primates62 una pequeña cantidad de 
ADNmt del ovocito donante de placa metafásica se transfiere con el carioplasto 
durante el proceso de ST lo que produce un pequeño porcentaje de heteroplasmia 
en el ovocito reconstruido. Si se hablara de un caso clínico, una pequeña cantidad 
de ADNmt mutado se estaría transmitiendo al nuevo ovocito y, por lo tanto al 
individuo que naciera a partir de él. En el caso del estudio en primates que ya fue 
citado anteriormente se analizaron los niveles de heteroplasmia de los individuos 
nacidos a través de esta técnica y de las líneas ESC establecidas a partir de 
blastocitos ST y todos ellos fueron prácticamente homoplásmicos, con niveles de 
heteroplasmia inferiores al 2%. Así pues se planteó analizar los niveles de 
heteroplasmia en embriones y en las líneas HESO-ST, para ver si los niveles eran 
prácticamente inexistentes durante el desarrollo embrionario y si estos niveles se 
mantenían en las líneas celulares producidas y no se observaba una recuperación 
del ADNmt proveniente del ovocito donante de la placa metafásica.  
Para las líneas HESO-ST se utilizó el análisis RFLP capaz de medir niveles 
de heteroplasmia de hasta el 3%. Los resultados confirmaron que el ADNmt de 
todas las líneas ST provenía de los ovocitos donantes de citoplasma y que el nivel 
de recuperación del ADNmt del ovocito donante de placa metafásica era 
indetectable. Seguidamente utilizamos una técnica más sensible, la ARMs-qPCR 
capaz de medir niveles de heteroplasmia inferiores al 1%, en los embriones y 











Tabla 6. Nivel de heteroplasmia del ADNmt proveniente de la donante de placa metafásica.  
Muestras % de Heteroplasmia± SD 
ST Embrión 1 0.5±0.1 
ST Embrión 2 0.9±0.2 
ST Embrión 3 0.6±0.9 







Un resumen de los análisis genéticos estudiados se puede ver en la tabla 7. 
Tabla 7. Análisis genético de las ESC obtenidas a partir de embriones ST. 
Línea Celular ST2 ST3 ST4 ST5 ST6 ST7 
ADNn #14 #14 #14 #11 #12 #16 
ADNmt #15 #15 #15 #12 #11 #17 
Fecundación 2PN/2CP 2PN/2CP 2PN/2CP 2PN/2CP 3PN/1CP 2PN/2CP 
Cariotipo 46XX 46XX 46XY 46XX 69XXX 46XY 
Origen ADNn (STR) #14 #14 #14 #11 #12 #16 
Origen ADNmt #15 #15 #15 #12 #11 #17 
Heteroplasmia (RFLP) ND ND ND ND ND NT 
Heteroplasmia (ARMS-
qPCR) 
0.2% 0.01% 1.7% NT NT NT 
#: Número identificación de la donante. ND: No detectado y NT: No testado. 




En base a estos resultados se puede decir que el proceso de ST es eficaz ya 
que en todas las líneas celulares el ADNn proviene del ovocito donante de la placa 
metafásica.  
La seguridad del proceso de ST depende de la cantidad de ADNmt mutado 
que se transfiera junto a la placa metafásica. Se ha observado en distintas especies 
como en ratón y primates que las mitocondrias no aumentan durante el desarrollo 
pre-implantacional25. Así pues, los niveles inferiores al 1% observados en 
embriones indican que la cantidad de ADNmt que se transfirió con el carioplasto 
fue mínimo como ya se esperaba para que esta técnica fuera segura. Además las 
líneas celulares derivadas de embriones ST mostraron niveles indetectables o 
inferiores al 2% de recuperación del ADNmt propio del ovocito donante de placa 
metafásica. En la mayoría de enfermedades mitocondriales el umbral a partir del 
cual aparecen los efectos de la enfermedad se sitúa en un 60% de heteroplasmia12, 
por lo que es bastante improbable que los niveles de recuperación indetectables o 
inferiores al 2% observados en las ESC producidas de lugar a un niño enfermo. 
Los análisis genéticos de la línea HESO-ST6 proveniente de un embrión 
de fecundación anómala (3PN/1CP) indicaban que el embrión había retenido un 
juego extra de cromosomas que normalmente se extruyen con el segundo 
corpúsculo polar. Esto seguramente se deba a alguna condición subóptima durante 
el proceso de ST que alteraría la integridad de la placa metafásica. Realizamos una 
serie de experimentos adicionales para encontrar el factor que alteró la placa 
metafásica y dio lugar al alto porcentaje de embriones de fecundación anómala.  
En primer lugar se creyó que se debía a la citocalasina B (CB), un inhibidor 
de microfilamentos, que se sabe que inhibe la citoquinesis y bloquea la extrusión 
del segundo corpúsculo polar en ovocitos y que se usa en el proceso de ST para 
evitar la lisis del ovocito durante la micromanipulación. Tras la micromanipulación 





el ovocito se lava repetidamente antes de fecundarlo, pero era posible que residuos 
de CB estuvieran interfiriendo en la extrusión del segundo corpúsculo polar. 
Para evitar este inconveniente se amplió el tiempo de incubación entre ST 
e ICSI a 2 horas como se puede apreciar en la Tabla 8. 








30 min 18 18 (100%) 10 (56%) 8 (44%) 
2 horas 9 7 (78%) 4 (57%) 3 (43%) 
 
O bien se redujo la concentración de CB a 2.5g/ml o 0g/ml. Sin 
embargo la presencia de fecundación anómala persistió incluso en ausencia de CB 
(Tabla 9). 
Tabla 9. Formación de PNs en ovocitos expuestos a diferentes concentraciones de 










5 60 44 (73%) 21 (47%) 23 (53%) 
2.5 5 4 (100%) 2 (50%) 2 (50%) 
0 1 1 (100%) 0 1 (100%) 
 
Posteriormente se pensó que la polaridad al introducir la placa metafásica 
en el proceso de ST podría dar lugar a una meiosis anómala. Normalmente la placa 
metafásica en ovocitos MII está adyacente al primer corpúsculo polar89 sin 
embargo durante el proceso de ST el carioplasto se introdujo en el lado opuesto (lo 




que se llama a 180 grados)90,62. Así pues se probó a introducir los siguientes 
carioplastos en las otras 2 posiciones posibles, unos próximos (0 grados) y otros a 
90 grados del primer corpúsculo polar, sin embargo los zigotos ST siguieron 
mostrando la misma proporción de fecundación anómala. Los resultados se 
observan en la Figura 19. 
 
Figura 19. Resultados tras introducir el carioplasto en diferentes posiciones en el ovocito 
durante ST. 
 
Finalmente se razonó que los ovocitos podían experimentar una activación 
prematura durante la micromanipulación durante el proceso de ST que daba lugar 
a una reanudación incompleta de la meiosis tras la fecundación. La morfología de 





la placa metafásica fue analizada en ovocitos ST y ovocitos intactos, marcándolos 
con  y  tubulina. Los resultados demostraron que en algunos ovocitos ST la placa 
metafásica había progresado a anafase II, mientras todos los ovocitos Control se 
mantenían en MII. (Figura 20). 
 
Figura 20. Integridad de la placa metafásica en ovocitos tras ST. En la imagen de la izquierda se 
observa la metafase II normal y en la imagen de la derecha se observa la progresión prematura a 
anafase II. 
La estructura huso acromático-cromosomas (placa metafásica) en ovocitos 
MII es una estructura muy sensible fácilmente alterable por manipulaciones físicas 
o químicas. Parece ser que los ovocitos MII de humanos son más sensibles a estas 
manipulaciones que los ovocitos de primates62. El mantenimiento del complejo 
huso acromático-cromosomas en MII depende del factor promotor de la 
maduración55 (MPF). Bajo condiciones normales, durante la fecundación, el 
espermatozoide dispara la disminución del MPF, que permite la salida del arresto 
meiótico y por lo tanto la segregación de los cromosomas, mediante oscilaciones 
en la concentración intracelular de Ca2+ 54. Sin embargo un aumento de calcio 
inducido de forma mecánica o química durante la manipulación en el proceso de 
ST puede inducir a la activación partenogenética del ovocito y a la reanudación de 




la meiosis de forma prematura91,92. Así pues hay que optimizar el proceso de ST en 
un medio con una menor cantidad de Ca2+.  
Es importante evaluar la fecundación para detectar la formación de PNs y 
CPs anómala, lo que permitirá separar los embriones ST normales de los anómalos. 
A pesar del riesgo de fecundación anómala tras ST, el desarrollo 
embrionario de los zigotos de fecundación normal es comparable al del grupo 
Control y las ESC derivadas de ellos muestran cariotipos normales. Según los 
resultados que se han obtenido, se puede estimar una media de 12 ovocitos MII por 
ciclo, 35% con fecundación normal y de estos un 60% se desarrolla hasta 
blastocisto, por lo que al menos 2 blastocistos ST pueden ser generados por ciclo 
y por paciente.  
 
1.2. REEMPLAZAMIENTO DEL ADNmt ESTUDIANDO EL EFECTO 
DE HAPLOTIPOS DISTINTOS, LA PRESENCIA DE ADNmt MUTADO 
Y LA VITRIFICACIÓN Y POSTERIOR DESCONGELACIÓN DE LOS 
OVOCITOS. 
Una vez analizado el estudio de reemplazamiento en ovocitos humanos 
entre donantes sanas se procedió al estudio de factores clave en la aplicación clínica 
de las terapias de reemplazamiento mitocondrial. Para ello se realizaron tres 
grupos: 
 • 1er grupo. Se estudia la posible incompatibilidad generada por la mezcla 
de haplotipos distintos durante el reemplazamiento mitocondrial. Para ello se 
utilizaron ovocitos de mujeres sanas con haplotipos próximos y distantes. (Grupo 
HAPLOTIPOS). 





 • 2o grupo. Se estudia la eficacia del reemplazamiento mitocondrial de 
ADNmt mutado. Para ello se utilizaron ovocitos de mujeres portadoras de ADNmt 
mutado y ovocitos de donantes sanas (Grupo PACIENTES). 
• 3er grupo. Se estudia el efecto de la vitrificación de los ovocitos sobre el 
citoplasma y la placa metafásica. Para ello se utilizaron ovocitos vitrificados de 
donantes sanas (Grupo VITRIFICADOS). 
En el grupo HAPLOTIPOS intervinieron 6 donantes. Se dividió en 3 
subgrupos: un subgrupo con donantes de haplotipos próximos que difieren en 6 
SNPs, otro con donantes de haplotipos más alejados que difieren en 60 SNPs y un 
subgrupo con donantes de haplotipos intermedios que difieren en 33 SNPs. 
En la tabla 10 se pueden ver las combinaciones entre donantes que se 
realizaron durante la ST, el haplotipo de cada una de ellas y las diferencias de SNPs 
que presentan sus haplotipos. 
Tabla 10. Haplotipos de donantes sanas y diferentes polimorfismo de un sólo nucleótido. 
# Haplotipo SNPs 
#11 - #12 H2a – H56 6 
#8 - #9 U5a – V3 33 
#8 - #10 U5a – H1b 33 
#9 - #10 V3 – H1b 33 
#11 - #13 H2a – L2c 60 
  #: Número de identificación de la donante. 
Se seleccionaron 36 ovocitos MII para el grupo experimental. La 
transferencia del carioplasto se realizó con éxito en 35 ovocitos de los 36 (97%). 




En el segundo grupo PACIENTES, se reclutaron 4 mujeres portadoras de 
ADNmt mutado. Tres mujeres eran portadoras de Síndrome de Leigh, estando una 
de ellas (#1) afectada por NARP y la cuarta era portadora de MELAS. Las 
mutaciones de las que son portadoras y el nivel de heteroplasmia que presentaban 
en los tejidos que fueron analizados se puede observar en la Tabla 11.  
Tabla 11. Mutación y nivel de heteroplasmia en las donantes portadoras de ADNmt 
mutado. 







#1 S. de Leigh 8993T>G 100% 70% NT 
#2 S. de Leigh 8993T>G 16% 13% NT 
#3 S. de Leigh 13513G>A 98% 3% 39% 
#4 MELAS 3243A>G 47% 8% 33% 
     #: Número de identificación de la donante. Hetero: heteroplasmia y NT: no testado. 
Se seleccionaron un total de 26 ovocitos MII para el grupo experimental 
ST. 13 provenían de 3 de las donantes portadoras de ADNmt mutado y 13 de las 
donantes sanas. Se realizó con éxito la transferencia del carioplasto de los 13 
ovocitos portadores de ADNmt mutado a los otros 13 ovocitos sanos previamente 
enucleados (100%).  
Los protocolos de ST necesitan sincronizar la recuperación ovocitaria de 
la paciente y la donante sana el mismo día. La sincronización es difícil debido a la 
diferencia de los ciclos ováricos y a las distintas respuestas que tienen a las 
gonadotropinas. Por lo tanto la congelación, almacenaje y descongelación de los 
ovocitos es muy importante para las aplicaciones clínicas de ST.  
En el tercer grupo (VITRIFICADOS) se seleccionaron 6 ovocitos 
criopreservados mediante vitrificación y 6 ovocitos frescos, todos ellos de donantes 
sanas. Se realizó con éxito la transferencia del carioplasto de los 12 ovocitos 





(100%). Los resultados de la supervivencia de los ovocitos tras ST se puede 
observar en la Figura 21. 
 
Figura 21. Supervivencia de los ovocitos tras ST en los grupos HAPLOTIPOS, PACIENTES y 
VITRIFICADOS. 
 
Sólo 1 ovocito (1.6%) en el grupo de haplotipos se lisó durante el proceso 
de ST, así pues se puede concluir que ninguna de las características estudiadas en 
este apartado, como son las diferencias de haplotipos, la presencia de ADNmt 
mutado o la vitrificación de los ovocitos afecta al proceso de micromanipulación 
durante la ST. 
Para el grupo CONTROL no micromanipulado se seleccionaron 21 
ovocitos. 20 de ellos pertenecientes a las donantes sanas y 1 de una portadora de 
ADNmt mutado.  
En el grupo HAPLOTIPOS todos los ovocitos sometidos a ST 
sobrevivieron al proceso de fecundación mediante ICSI y 32 de ellos fueron 
fecundados con una tasa de fecundación del 89%. De los 32 ovocitos fecundados, 
30 de ellos presentaban una fecundación normal presentando 2PN/2CP (94%).  




Si se estudia cada subgrupo por separado tuvimos 9 ovocitos que se 
utilizaron en el subgrupo con 6 SNPs diferentes, 23 ovocitos en el de 33 SNPs 
diferentes y por último 4 ovocitos en el 60 SNPs diferentes. La única lisis tras ST 
tuvo lugar en el grupo de 33 SNPs diferentes. Los ovocitos fecundados fueron 8 
(en el subgrupo de 6 SNPs), 20 (en el subgrupo de 33 SNPs)  y 4 (en el subgrupo 
de 60 SNPs), con tasas de fecundación del 89% (subgrupo de 6 SNPs), 87% 
(Subgrupo de 33 SNPs) y 100% (subgrupo de 60 SNPs)  y tasas de fecundación 
normal del 88% (subgrupo de 6 SNPs), 95% (subgrupo de 33 SNPs)y 100% 
(subgrupo de 60 SNPs). Estos datos se pueden observar en la Tabla 12. 







1PN (%) 3PN (%) 
Haplotipos 32  30 (94%) 2 (6%) 1 (3%) 1 (3%) 
ST 6 SNPs 8 7 (88%) 1 (12%) 1 (12%) 0 
ST 33 SNPs 20 19 (95%) 1 (5%) 0 1 (5%) 
ST 60 SNPs 4 4 (100%) 0 0 0 
 
En el grupo PACIENTES todos los ovocitos sometidos a ST sobrevivieron 
al proceso de fecundación mediante ICSI y 12 de ellos fueron fecundados 
observándose pronúcleos. Mediante estudios microscópicos se observó que 8 de 
los 12 embriones producidos mediante ST reanudaron correctamente la meiosis 
observándose los 2PN/2CP. Los 4 restantes presentaban una fecundación anómala, 
siendo 2 de ellos portadores de 3PN/1CP. 
En el grupo VITRIFICADOS todos los ovocitos sometidos a ST 
sobrevivieron al proceso de fecundación mediante ICSI y 9 de ellos fueron 





fecundados observándose pronúcleos. Se observó que 6 de los 9 (67%) embriones 
producidos mediante ST presentaban una fecundación normal, observándose los 
2PN/2CP. Los 3 restantes presentaban una fecundación anómala, siendo 2 de ellos 
portadores de 3PN/1CP.  
Si se estudia independientemente los 2 subgrupos, uno formado por placa 
metafásica (PM) vitrificada y citoplasma fresco y el otro grupo formado por PM 
fresca y citoplasma vitrificado, se observa la misma tasa de fecundación normal, el 
67% en ambos grupos. Tabla 13. 







1PN (%) 3PN (%) 
Vitrificados 9 6 (67%) 3 (33%) 1 (11%) 2 (22%) 
Cito vitri/ 
PM fresca 
6 4 (67%) 2 (33%) 1 (16.5%) 1 (16.5%) 
Cito fresco/ 
PM vitri 
3 2 (67%) 1 (33%) 0 1 (33%) 
Fec: fecundados. PN: pronúcleos. CP: corpúsculo polar. Cito: citoplasma. PM: placa metafásica. 
En el grupo CONTROL 20 ovocitos sobrevivieron a la fecundación 
mediante ICSI y 17 de ellos formaron pronúcleos visibles, con una tasa de 
fecundación del 85%. Sólo un ovocito presentó fecundación anómala, siendo la 















1PN (%) 3PN (%) 2 cél (%) 
Haplotipos 32 30 (94%) 2 (6%) 1(3%) 1(3%) 0 
Pacientes 12 8 (67%) 4 (33%) 1 (8%) 2 (17%) 1 (8%) 
Vitrificados 9 6 (67%) 3 (33%) 1(11%) 2 (22%) 0 
Control 17  16 (94%) 1 (6%) 1 (6%) 0 0 
Fec: fecundados. PN: pronúcleos. CP: corpúsculo polar y cél: células. 
Una vez fecundados los ovocitos, los zigotos de todos los grupos 
continúan el desarrollo embrionario a blastocistos. 
En el grupo HAPLOTIPOS de los 30 embriones de fecundación normal, 
20 (67%) de ellos se desarrollaron a blastocisto. De los 2 embriones de fecundación 
anómala el que contenía 3PN/1CP se desarrolló a blastocisto (50%). (Tabla 15). 
Tabla 15: Fecundación y desarrollo embrionario de los embriones de fecundación normal 








Blastocistos       
Fec. Anómala 
(%) 
Haplotipos 30 20 (67%) 2 1 (50%) 
ST 6 SNPs 7 4 (57%) 1 0 
ST 33 SNPs 19 12 (63%) 1 1 (100%) 
ST 60 SNPs 4 4 (100%) 0 0 
Fec: fecundación. ST: transferencia metafásica. SNPs: polimorfismos de un sólo nucleótido. 





En el grupo PACIENTES se obtuvieron 6 blastocitos de los 8 (75%) 
ovocitos fertilizados normalmente. Todos los zigotos de fecundación anómala se 
detuvieron antes de llegar al estadio de blastocisto.  
En el grupo VITRIFICADOS se obtuvieron 2 blastocistos de los 6 (33%) 
embriones de fecundación normal, los cuales provenían de cada uno de los dos 
grupos, siendo la tasa de blastocisto para el grupo con citoplasma vitrificado/PM 
fresca del 25% y en el grupo de citoplasma fresco/PM vitrificada del 50%. De los 
3 embriones prevenientes de fecundación anómala se desarrollaron a blastocisto 
los 2 embriones de 3PN/1CP, que provenían como en el caso de la fecundación 
normal uno del grupo de PM vitrificada y citoplasma fresco y el otro del grupo de 
PM fresca y citoplasma vitrificado. (Tabla 16). 
Tabla 16. Fecundación y desarrollo embrionario de los embriones de fecundación normal 











Vitrificados 6 2 (33%) 3 2 (67%) 
Cito vitri/ 
PM fresca 
4 1 (25%) 2 1 (50%) 
Cito fresco/ 
PM vitri 
2 1 (50%) 1 1 (100%) 
Fec: fecundación. Cito: Citoplasma. PM: placa metafásica. 
No se observaron diferencias significativas en las tasas de fecundación 
(89% -Grupo Haplotipos-, 92% -Grupo Pacientes-, 75% -Grupo Vitrificados- y 
85% -Grupo Control-), fecundación normal (94% -Haplotipos-, 67% -Pacientes-, 
67% -Vitrificados- y 94% -Control-) y blastocistos (67%, -Haplotipos-, 75% -
Pacientes-, 33% -Vitrificados-y 75% -Control-) entre los distintos grupos ST y el 




grupo Control, así pues la diferencia de haplotipos, el ADNmt mutado o la 
vitrificación de ovocitos no afecta al desarrollo pre-implantacional tras el 
reemplazo mitocondrial. (Tabla 17) 










Haplotipos 35 32 (89%) 30 (94%) 20 (67%) 
Pacientes 13 12 (92%) 8 (67%) 6 (75%) 
Vitrificados 12 9 (75%) 6 (67%) 2 (33%) 
Control 20 17 (85%) 16 (94%) 12 (75%) 
 
Es interesante prestar atención al grupo vitrificado. Los resultados 
obtenidos son distintos a los observados previamente en primates donde solamente 
se obtuvieron blastocistos a partir de embriones formados por citoplasmas frescos 
y no a partir de aquellos formados por citoplasma vitrificado86. 
Si se compara la tasa de blastocisto a partir de ovocitos vitrificados de sólo 
fecundados mediante ICSI en primates (6%) y en humanos (48%) 85, se puede 
observar que los resultados son mucho mejores en humanos que en primates, así 
pues se puede concluir que las técnicas de vitrificación están mejor optimizadas en 
ovocitos humanos que en ovocitos de primates, por lo que la diferencia en el 
desarrollo a blastocisto observada entre primates y humanos se debe a la reducción 
de calidad ovocitaria que tiene lugar tras la descongelación ovocitaria en primates. 
Así pues ofrecemos la evidencia de que usando buenos protocolos de 
vitrificación es posible obtener blastocistos mediante reemplazamiento 





mitocondrial a partir de ovocitos vitrificados, independientemente de que sean 
usados como donantes de placa metafásica o de citoplasma. 
Una vez analizados los resultados del desarrollo pre-implantacional en 
cada uno de los grupos (Haplotipos, Pacientes, Vitrificados), se comparan con los 
resultados que se habían obtenido en el apartado 1 al utilizar ovocitos de donantes 
sanas, pues se modificó el protocolo de ST de un experimento a otro, reduciendo 
la concentración de SeV, que se utiliza como técnica de fusión del carioplasto con 
el ovocito previamente enucleado, un tercio, ya que su uso puede incrementar la 
entrada de Ca2+ en el ovocito93 y provocar la activación ovocitaria prematura que 
sufrieron los ovocitos en el primer apartado y que ocasionó la alta tasa de 
fecundación anómala de aproximadamente el 50%. 
Se  comparan  la tasa de fecundación, fecundación normal y blastocisto, 
entre el grupo ST del primer apartado (ST.1), el grupo HAPLOTIPOS,  el grupo 
PACIENTES y el grupo CONTROL (Figura 22).  
 
Figura 22. Desarrollo embrionario tras ST de los ovocitos correspondientes a los grupos ST1, 
HAPLOTIPOS, PACIENTES y CONTROL. 
 




No se observan diferencias entre los distintos grupos en la tasa de 
fecundación y en la de blastocisto, sin embargo como se esperaba la tasa de 
fecundación normal es significativamente mayor en el grupo HAPLOTIPOS que 
en el grupo ST.1. Así pues podemos concluir que el SeV fue el causante de la alta 
tasa de fecundación anómala y que diluyéndolo podemos obtener tasa similares de 
fecundación normal a las observadas en el grupo Control. 
Analizamos embriones en diferentes estadios del desarrollo pre-
implantacional producidos tras el reemplazo mitocondrial para comprobar la 
cantidad de ADNmt del ovocito donante de placa metafásica que se transfirió con 
el carioplasto. Medimos los niveles de heteroplasmia mediante secuenciación 
Sanger en 19 embriones ST provenientes de donantes sanas y en 7 embriones de 
pacientes siendo los niveles de heteroplasmia indetectables en todos los casos.  
En base a estos resultados se puede concluir que el reemplazamiento 
mitocondrial fue realizado correcta y eficazmente, transfiriendo una cantidad 
mínima del ADNmt proveniente del ovocito donante de placa metafásica, que se 
mantiene a lo largo del desarrollo pre-implantacional. Estos resultados son 
similares a los que se observaron en el primer apartado de este estudio y a los que 
obtuvieron otros autores en primates25 y en humano68.  
A partir de los blastocistos obtenidos tras el reemplazamiento mitocondrial 
en los distintos grupos (HAPLOTIPOS, PACIENTES, VITRIFICADOS) y grupo 
Control, se derivaron células madres embrionarias, en este caso para obtener 
suficiente material con el que realizar análisis genéticos que ofrecieran un mayor 
conocimiento de la integridad del genoma nuclear y de la segregación y 
amplificación del ADNmt en embriones producidos tras el reemplazamiento 
mitocondrial. 





Se obtuvieron 11 líneas ESC provenientes de blastocistos ST de 
fecundación normal, 2 líneas ESC provenientes de blastocistos ST de fecundación 
anómala y 5 líneas ESC provenientes de blastocistos del grupo Control llamado 
HESO. 
Las líneas ESC provenientes de embriones ST de fecundación normal 
fueron: 
 7 líneas provenientes del grupo HAPLOTIPOS que se llamaron HESO-ST. 
 3 líneas provenientes del grupo PACIENTES que se llamaron HESO-STP. 
 1 línea proveniente del grupo VITRIFICADOS que se llamó HESO-STV. 
 Las líneas ESC provenientes de embriones ST de fecundación anómala 
3PN/1CP fueron: 
 Una línea proveniente del grupo HAPLOTIPO (HESO-ST). 
 Una línea proveniente del grupo VITRIFICADO (HESO-STV). 
 
 Para confirmar que todas las ESC provenientes de embriones ST habían 
heredado sus cromosomas del ovocito donante de placa metafásica se realizó un 
genotipado del ADNn mediante STR que confirmó que el ADNn de todas las líneas 
ESC-ST provenían del ovocito donante de placa metafásica. 
 Ya se ha estudiado previamente que los embriones de fecundación normal 
son cariotípicamente normales. Ahora se analizará si las líneas celulares 
cariotípicamente normales presentan mutaciones en el genoma relacionadas con el 
proceso de ST. Para ello se realiza el análisis de variación en el número de copias 
(CNV) en 6 de las líneas ST obtenidas (Tabla 18). 


















Esperma NA 46XY    
Fibro. #10 NA 46XX    
HESO-12 #10 46XX 15 15q11.2 Esperma 
HESO-ST8 #10 46XX 
10 10p15.3-q26.3 Esperma 
15 15q11.2 Esperma 
X Xp22.33-q28 ND 
HESO-
ST13 
#10 46XX    
Fibro. #8 NA 46XX    
HESO-13 #8 46XX 
15 15q11.2 Esperma 
X Xp22.33-q28 ND 
HESO-
ST10 
#8 46XY    
HESO-
ST15 
#8 46XY    












15 15q11.2 Esperma 
X Xp21.2-p21.1 Ovocito 
CNV: Variación en el número de copias. #: Número identificación de la donante. PM: Placa 
metafásica. NA: No aplicable. Fibro: Fibroblasto y ND: No detectable. 
  





 Tres de las líneas ST no presentaban ninguna mutación. El laboratorio 
resolvió que las mutaciones localizadas en la posición 15q11.2 presentes en dos 
líneas ST y la mutación Xp21.2-p21.1 presente en otras dos líneas ST provenían 
del espermatozoide y del ovocito respectivamente y por lo tanto no habían sido 
causadas por el proceso de ST. Sólo una de las mutaciones localizada en la posición 
Xp22.33-q28 que estaba presente en una de las líneas ST no fueron capaces de 
determinar su origen. Sin embargo como esta mutación está presente en 2 líneas 
celulares proveniente de distintas mujeres, se puede asumir que el origen de la 
mutación proviene del esperma que es común en todas las líneas celulares, así que 
en función de los resultados se puede decir que el proceso de ST no produce 
alteraciones genéticas. 
 Posteriormente se estudiaron los niveles de heteroplasmia en las líneas 
celulares obtenidas en pases del 1 al 3 mediante MiSeq. De las 13 líneas 
producidas, 10 de ellas mostraron niveles indetectables de heteroplasmia, sin 
embargo 3 líneas, perteneciendo una de ellas al grupo ST con pacientes, mostraron 
recuperación del ADNmt propio de la placa metafásica, mostrando niveles de 
heteroplasmia de (92%, 78% y 27%). Así pues a pesar de un nivel de heteroplasmia 
indetectable en embriones pre-implantacionales, es posible que la recuperación del 
genotipo mitocondrial original debida a la segregación y posterior amplificación 
del ADNmt, tenga lugar en el cultivo de células madre después de sucesivos pases.  
 Estos resultados son completamente diferentes a los observados por otros 
autores donde ninguna de sus líneas ESC derivadas de embriones ST presentaban 
recuperación del ADNmt68, al igual que en nuestro resultado previo donde ninguna 
de las 7 líneas HESO-ST presentaban recuperación del ADNmt.  
 A raíz de estos resultados nos preguntamos si la diferencia de SNPs entre 
los distintos haplotipos mitocondriales podría causar una amplificación 




preferencial por el ADNmt relacionado con el ADNn. Mucho se ha debatido en 
torno a la necesidad de emparejar haplotipos próximos basándose en la diferencia 
de SNPs para evitar problemas de incompatibilidad entre el ADNn y el ADNmt ya 
que la producción de energía en las células es dependiente de una buena interacción 
entre proteínas codificadas tanto por genes nucleares como mitocondriales94 .  
  Se compararon el número de SNPs y los haplogrupos con los niveles de 
heteroplasmia de todas las líneas HESO-ST, incluidas las 7 que se obtuvieron en 
el primer experimento (Tabla 19). 
Tabla 129. Nivel de heteroplasmia en las líneas HESO-ST. 





SNPs Heteroplasmia % 
ST Donantes 
Sanas 
ST6 H2a H56 6 ND 
ST5 H56 H2a 6 ND 
ST17 H56 H2a 6 ND 
ST7 H13a H44a 26 ND 
ST16 U5a V3 33 ND 
ST12 Ua5 V3 33 ND 
ST15 V3 Ua5 33 ND 
ST14 H1b Ua5 33 92% 
ST10 H1b Ua5 33 78% 
ST13 Ua5 H1b 33 ND 
ST8 Ua5 H1b 33 ND 
ST4 D1f H1e 44 ND 
ST3 D1f H1e 44 ND 





ST2 D1f H1e 44 ND 
STV1 A2g D4a 49 ND 
STV2 D4a A2g 49 ND 
ST Pacientes 
STP1 T2 T2b 27 ND 
STP2 B2k H49 32 27% 
STP3 B2K H49 32 ND 
#: Número identificación de la donante y ND: No detectado. 
 Según vemos en la tabla 19 la recuperación del genotipo mitocondrial 
original no está relacionada con la diferencia de SNPs, ya que haplotipos más 
distantes no muestran este proceso de recuperación. Otros estudios ya habían 
observado previamente que ESC humanas obtenidas tras el reemplazamiento 
mitocondrial entre haplotipos más distantes no presentan anomalías95.  
 Algunos autores proponen una amplificación preferencial de un 
determinado haplotipo sobre otro, lo que provocaría que aun partiendo de una 
pequeña cantidad de ADNmt, si tiene una ventaja proliferativa sobre el otro, 
acabara convirtiéndose en el ADNmt mayoritario46. La línea STP2 comparte los 
mismos haplotipos que otra línea celular, STP3, que sin embargo no presenta 
recuperación del ADNmt del ovocito donante de placa metafásica. Durante el 
desarrollo embrionario tiene lugar un proceso de segregación del ADNmt que se 
refleja en un número reducido de copias del ADNmt en la ICM27. Durante el 
proceso de derivación de las células madre embrionarias una selección al azar de 
las células de la ICM da lugar a la línea celular. Es posible que debido a este 
proceso de segregación y selección al azar el ADNmt del genotipo original haya 
sido eliminado de la línea ESC. 




 Sin embargo, las líneas celulares ST14 y ST10 cuyo genotipo mitocondrial 
original es Ua5 y están combinadas con un ADNmt donante con haplotipo H1b, 
presentan recuperación del genotipo mitocondrial original, que podría estar 
relacionada con una amplificación preferencial del haplotipo Ua5 sobre el 
haplotipo H1b.  
 Los estudios donde se observa la amplificación preferencial de un 
haplotipo sobre otro están basados en la producción de animales heteroplásmicos, 
donde los niveles de heteroplasmia son superiores al 2% que se ha observado como 
mucho tras esta técnica96,97.  
 La recuperación del genotipo mitocondrial original no se ha observado en 
animales producidos con esta tecnología. Se analizó el nivel de recuperación del 
ADNmt original en fetos de primates de 135 días producidos mediante ST sin 
observar segregación detectable del ADNmt en los distintos tejidos25. Además 4 
monos nacieron a partir de embriones generados mediante ST y presentaron al 
nacer niveles de recuperación del ADNmt original inferiores al 2%62 
manteniéndose en estos niveles 4 años después de su nacimiento. También se han 
generado ratones que presentan niveles indetectables de recuperación tanto en la 
generación F1 como en la F266 Además se ha desarrollado un modelo de la herencia 
del ADNmt tras el estudio de 87 mujeres, donde se afirma que para mutaciones del 
ADNmt cuyo nivel umbral de heteroplasmia es >60%, niveles de heteroplasmia 
tras MRT inferiores al 3% son muy improbables que produzcan descendientes 
enfermos, sin embargo niveles de heteroplasmia >5% están asociados con una gran 
probabilidad de transmitir altos niveles de ADNmt mutado a las siguientes 
generaciones98. 
  En base a estos trabajos se puede pensar que la recuperación del ADNmt 
original observado en las células madre es un proceso asociado a la derivación de 
células madre tras sucesivos pases y su expansión clonal, que no es equiparable al 





desarrollo de un individuo a partir de un blastocisto, por lo que al igual que se 
concluyó en la primera parte de este estudio no parece probable que procesos de 
recuperación, segregación y acumulación de ADNmt mutado tengan lugar en niños 
provenientes de ST. A pesar de que las evidencias dicen que no es necesario99, 
parece lógico para evitar preocupaciones, recomendar el uso de donantes con el 
mismos haplotipo de la paciente para evitar procesos de amplificación preferencial 
de un haplotipo sobre otro, o llevar a cabo más estudios que identifique las 
combinaciones en las que tiene lugar la amplificación de un haplotipo sobre otro 
para aplicarlo en la selección de donantes sanas más adecuada al haplotipo de la 
paciente. 
 Continuaremos con el estudio de la segregación del ADNmt a través de la 
línea germinal en humanos, que ha sido estudiada en muy pocos trabajos, tanto en 
polimorfismos neutros100, como en mutaciones patogénicas del ADNmt101,102,103,22. 
 Se analizó el nivel de heteroplasmia de los ovocitos de nuestras cuatro 
pacientes y de sus descendientes en distintos tejidos. En total se analizó el 
citoplasma de los 13 ovocitos enucleados, 5 ovocitos intactos de la paciente #2, 
cuya calidad ovocitaria estaba comprometida debido a la ovulación prematura el 
día anterior a su recuperación ovocitaria, por lo que no se usaron para ST y 2 
ovocitos de la paciente #4 que tampoco se usaron para ST (Figura 23). 





Sg: Sangre. Or: Orina. Fb: Fibroblastos. nd: mutación no detectada. a: años 
Figura 23. Transmisión de la mutación en la línea germinal de las pacientes. En rojo se muestran 
los descendientes afectados por la enfermedad mitocondrial. Los triángulos indican los ovocitos 
obtenidos. 
 Las paciente #1 y #2 son hermanas portadoras de la mutación 8993T>G en 
el gen ATP6 que genera Síndrome de Leigh cuando los niveles de heteroplasmia 
superan el 95% y NARP cuando los niveles se encuentran entre el 70 y 90%22.  
 La paciente #1 con niveles de heteroplasmia en fibroblasto de 100% y en 
sangre de 70%, que padece NARP, tiene una hija afectada por Síndrome de Leigh 
homoplásmica en ambos tejidos. Se recuperaron 2 ovocitos que tenían un rango de 
heteroplasmia entre 89% y 96%, una heteroplasmia media de 92.5% y una mediana 
de 92.5%.  
 La paciente #2 con niveles de heteroplasmia en fibroblasto de 16% y en 
sangre de 13%. Tiene un hijo afectado por Síndrome de Leigh prácticamente 
homoplásmico y una hija portadora con niveles de heteroplasmia en fibroblasto del 
62% y en sangre del 50%. Los 5 ovocitos recuperados tienen un rango de 
heteroplasmia entre 72% y 100%, una heteroplasmia media de 85% y una mediana 
de 84%. 





 La paciente #3 es portadora de la mutación 13513G>A en el gen ND5 que 
produce Síndrome le Leigh. Sus niveles de heteroplasmia para esta mutación son 
de 98% en fibroblasto, 39% en orina y 3% en sangre. Tiene un hijo afectado por 
Síndrome de Leigh con niveles de heteroplasmia superiores al 85% en fibroblasto 
y orina y del 56% en sangre y también un hijo portador con niveles de 
heteroplasmia inferiores al 25% en los 3 tejidos analizados. Se recuperaron 4 
ovocitos con un rango de heteroplasmia de 0.6% a 40%, una heteroplasmia media 
de 11% y una mediana de 2%.  
 La paciente #4 es portadora de la mutación 3243A>G en el gen 
tRNALeu(UUR) que produce MELAS. Sus niveles de heteroplasmia son 47% en 
fibroblastos, 33% en orina y 8% en sangre. Tiene 2 hijos portadores de la mutación. 
Uno de ellos tiene niveles inferiores al 10% en fibroblasto y sangre y 98% en orina 
y el otro 31% en orina y 50% en sangre. También tiene un hijo donde no se ha 
detectado la mutación en los tejidos analizados. Se recuperaron 9 ovocitos con un 
rango de heteroplasmia de 0% a 52%, una heteroplasmia media de 21% y una 
mediana de 20%. Estos resultados se pueden ver en la Figura 23 
 La línea germinal de las pacientes #1 y #2 presentaban en su línea germinal 
niveles de heteroplasmia sesgados hacia niveles altos de heteroplasmia tendiendo 
a la homoplasmia, a diferencia de lo que se puede observar en las pacientes #3 y 
#4, que muestran un amplio rango de heteroplasmia con niveles de heteroplasmia 
intermedios.  
 Los resultados observados en las paciente #1 y #2 son similares a los 
observados por otros autores, donde una mujer portadora de esta misma mutación 
8993T>G en el gen ATP6 con nivel de heteroplasmia del 50% en sangre, tuvo 3 
descendientes con niveles de heteroplasmia en los diferentes tejidos analizados 
superiores al 85%. También fueron analizados 7 ovocitos de los cuales 6 de ellos 




tuvieron niveles de heteroplasmia superiores al 95% y uno de ellos con niveles no 
detectables de la mutacion22. Mientras, los resultados de las pacientes #3 y #4 son 
similares a los obtenidos por otros autores, que tras estudiar 82 ovocitos primarios 
de una mujer portadora de la mutación 3243A>G en el gen tRNALeu(UUR) con nivel 
de heteroplasmia del 7% en sangre, observaron que los ovocitos presentaban un 
rango de heteroplasmia de 0 a 45% con una heteroplasmia media de 12.6% y una 
mediana de 8.18% 103. Así pues nuestros resultados apoyan la teoría de que 
diferentes patrones de segregación ocurren dependiendo de la mutación patogénica 
del ADNmt.  
 La mayoría de las mutaciones patogénicas puntuales del ADNmt tiene un 
patrón de transmisión en la línea germinal al azar como hemos observado nosotros 
por primera vez en la mutación 13513G>A de la paciente #3 o en la mutación 
3243A>G de la paciente #4, también observado previamente por otros autores103, 
mientras que la mutación 8993T>G tiene una segregación sesgada hacia la 
homoplasmia como se puede apreciar en las pacientes #1 y #2, este hallazgo ha 
sido observado también por otros autores22, lo que se refleja en que el tamaño de 
pedigrí de estas familias normalmente es pequeño debido a la segregación tan 











ESTUDIO 2. INCOMPATIBILIDAD ENTRE EL ADNmt Y EL 
ADNn COMO BARRERA DE AISLAMIENTO POST-
ZIGÓTICA EN RATONES  
 En primer lugar se analizó la distancia genética entre las 2 subespecies de 
ratones, cepa B6 (Mus m. domesticus) y cepa PWD (Mus m. musculus) 
seleccionadas para este experimento en base a la diferencia total de SNPs entre los 
distintos ADN mitocondriales y el número de SNPs que provocan un cambio de 
aminoácido en los genes que codifican las proteínas mitocondriales, llamadas 
substituciones no sinónimas. Se observa que la secuencia del ADNmt de estas dos 
especies difieren en 393 SNPs, lo que corresponde al 2.4% del genoma. Estas 
incluyen 27 SNPs en los genes que codifican para los ARNr, 18 SNPs en los genes 
que codifican para los ARNt, 34 SNPs en las regiones no codificantes y 314 SNPs 
que incluyen 33 substituciones no sinónimas en los genes que codifican para las 
proteínas mitocondriales. Estos resultados se pueden ver en la tabla 20. 






No. de SNPs  
B6-PWD 
No. de aa 
cambiados 
tRNA-Phe 1-68 1-68 1  
12s rRNA 70-1024 70-1024 5  
tRNA-Val 1025-1093 1025-1093 1  
16s rRNA 1094-2675 1094-2676 22  
ND1 2751-3705 2752-3708 34 2 
tRNA-Ile 3706-3774 3707-3775 1  
tRNA-Gln 3772-3842 3773-3843 1  
ND2 3914-4949 3915-4952 39 5 
tRNA-Cys 5192-5257 5193-5259 1  
tRNA-Tyr 5260-5326 5262-5328 1  
COX I 5328-6872 5330-6874 33 1 




COX II 7013-7696 7015-7698 14 1 
tRNA-Lys 7700-7764 7702-7766 1  
ATP 8 7766-7969 7768-7971 2 1 
ATP 6 7927-8607 7929-8609 15 1 
COX III 8607-9390 8609-9392 14  
tRNA-Gly 9391-9458 9393-9460 1  
ND3 9459-9806 9461-9808 13 1 
tRNA-Arg 9808-9876 9810-9878 1  
ND4L 9878-10174 9880-10176 11 1 
ND4 10168-11545 10170-11547 26 6 
tRNA-His 11547-11613 11548-11615 1  
ND5 11743-13566 11745-13568 70 10 
ND6 13553-14071 13555-14073 15 2 
tRNA-Glu 14072-14140 14074-14142 2  
CYTB 14146-15289 14148-15291 28 2 
tRNA-Thr 15290-15356 15292-15358 4  
tRNA-Pro 15357-15423 15359-15425 2  
D-loop 15424-16300 15426-16300 34  
Total    393 33 
aa: Aminoácidos. 
 El 2.4% del genoma es un porcentaje muy alto si se compara con el 0.6% 
del genoma (90 SNPs) observado cuando se comparó el ADNmt de B6 con NZB, 
otra cepa endogámica de su misma subespecie97. Esta mayor diferencia se debe a 
que B6 y PWD divergieron de un ancestro común hace medio millón de años, lo 
que corresponde en número de generaciones y divergencia molecular a la 
diferencia existente entre chimpancés y humanos105. 
 
 





2.1. PRODUCCIÓN DE RATONES CÍBRIDOS MEDIANTE 
REEMPLAZAMIENTO MITOCONDRIAL Y EL ESTUDIO DE SU 
FERTILIDAD. 
 A continuación se realizó el reemplazo mitocondrial recíproco entre 
zigotos B6 y PWD mediante transferencia de pronúcleos (PNT). Los embriones 
cíbridos obtenidos al transferir el ADNn B6 en los zigotos enucleados con ADNmt 
PWD se llamaron MR1 y a los embriones cíbridos obtenidos en el caso recíproco 
donde el ADNn es PWD y el ADNmt es B6 se llamaron MR2.  Se produjeron dos 
tipos de grupos Control:  
 Los grupos donde se realizó PNT entre zigotos de la misma cepa, que se 
llamaron Autólogo 1 cuando se usaron zigotos B6 y Autólogo 2 cuando 
se usaron zigotos PWD. 
 Los grupos donde no se realizó ninguna micromanipulación que se 
llamaron Intacto 1 para B6 e Intacto 2 para PWD. 
 Al proceso de PNT sobrevivieron en MR1 el 91% de los zigotos y en MR2 
el 93%. Estos resultados son comparables a los obtenidos en el grupo Control 
Autólogo (97% en Autólogo 1 y 95% en Autólogo 2).  
 Se estudiaron un total de 495 zigotos en MR1 y 490 en MR2. Las tasas de 
división y desarrollo a 8 células fueron similares a las de los grupos Control. 
 Sin embargo la tasa de blastocisto fue similar a la observada en el grupo 
Control Autólogo, pero fue inferior a la del grupo Control intacto. Esto sugiere que 
el proceso de micromanipulación es el que afecta al desarrollo embrionario, ya que 
son los 2 grupos micromanipulados los presentan una menor tasa de blastocistos y 
no se debe a problemas de incompatibilidad. Los resultados se pueden ver en la 
Tabla 21. 




Tabla 21. Desarrollo embrionario pre-implantacional en zigotos cíbridos B6 y PWD y 
grupos Control. 
Grupos ADNn ADNmt 
Zigoto 
(Rep) 
Divididos 8-células Blastocistos 
MR1 B6 (d) PWD (m) 495 (30) 421 (85%±3) 309 (73%±4) 288 (68%±4a) 
Autologo1 B6 (d) B6 (d) 48 (5) 47 (98%±1) 43 (91%±6) 42 (89%±8a) 
Intacto1 B6 (d) B6 (d) 160 (9) 153 (96%±1) 139 (91%±2) 137 (90%±3b) 
MR2 PWD (m) B6 (d) 490 (31) 416 (85%±4) 297 (71%±4) 281 (68%±4c) 
Autólogo2 PWD (m) PWD (m) 67 (4) 59 (88%±1) 51 (86%±1) 50 (85%±2c) 
Intacto2 PWD (m) PWD (m) 279 (11) 259 (93%±2) 218 (84%±2) 215 (83%±2d) 
Rep: Repeticiones.  
 Ya que el fallo de fecundación debido a la incompatibilidad entre gametos 
está reconocido como un mecanismos de aislamiento pre-zigótico106, se puede 
preguntar si el reemplazamiento mitocondrial interespecies afectaría a la 
fecundación. Para ello realizamos ST recíproca entre ovocitos MII de estas 2 
subespecies.  
 El grupo ST1 se produjo introduciendo la placa metafásica de ovocitos B6 
en ovocitos PWD previamente enucleado y el grupo ST2 introduciendo la placa 
metafásica de ovocitos PWD en ovocitos enucleados B6. La tasa de supervivencia 
tras el proceso ST fue alta y comparable entre los 2 grupos (91% y 93%). Los 
ovocitos reconstruidos se fecundaron con esperma recuperado de cada una de las 
cepas mediante fecundación in vitro (FIV). Como grupo Control se usaron ovocitos 
MII intactos fecundados también mediante FIV. Las tasas de fecundación fueron 
similares en ambos grupos ST (73% en ST1 y 69% en ST2) y en los Controles 
(72% en FIV1 y 78% en FIV2). Estos resultados indican que el reemplazo 





mitocondrial interespecies no afecta a la fecundación y por lo tanto no actúa como 
mecanismo pre-zigótico (Figura 24). 
Figura 24. Tasa de fecundación in vitro en el grupo ST y Control. 
 A continuación para determinar si el reemplazo mitocondrial afecta al 
desarrollo post-implantacional, los embriones producidos fueron transferidos. Así 
pues 341 embriones del grupo MR1 se transfirieron a 37 hembras recipientes 
sincronizadas, 11 hembras quedaron gestantes (30%) y nacieron un total de 14 crías 
vivas (5 machos y 9 hembras) lo que se corresponde al 4%. Esta tasa de crías 
nacidas vivas fue comparable a la obtenida en ambos grupos Control, lo que sugiere 
que el desarrollo post-implantacional de ratones B6 portadores de ADNmt PWD 
no está afectado por el reemplazo mitocondrial. Sin embargo en el grupo MR2, 
aunque la tasa de gestación fue similar a la obtenida en ambos grupos Control (32% 
en MR2 y 33% y 31% en los grupos Control), sólo nacieron 6 crías que se 
corresponde al 1.7%, una tasa inferior al 6% obtenido en ambos grupos Control. 
Es más, sólo 1 cría nació viva, lo que se corresponde al 0.3%, una tasa 
significativamente menor a la obtenida en el grupo Control autólogo2. El bajo 




desarrollo post-implantacional en MR2, puede deberse a la incompatibilidad entre 
el genoma nuclear y mitocondrial. 
 Así pues, se puede especular que si existe esta incompatibilidad entre el 
ADNn y el ADNmt, se debería revertir si se utilizan embriones híbridos que 
contienen ADNn de las 2 especies.  
 Para crear los híbridos usamos machos de la cepa DBA/2 (Mus. m. 
domesticus), ya que sus mitocondrias sólo difieren con B6 en 1 SNP y produce 
camadas más grandes que otras cepas. Estos machos se cruzan con hembras PWD 
generando los híbridos PWD-DBA con ADNn proveniente de 2 subespecies 
distintas PWD y DBA (Mus. m. musculus-Mus m. domesticus) y ADNmt PWD. 
Cruzando machos DBA con hembras B6 se generaron los zigotos B6-DBA con 
ADNn DBA y B6 (Ambos Mus. m. domesticus) y ADNmt B6. Se realizó el 
reemplazamiento mitocondrial mediante PNT entre B6-DBA y PWD-DBA. Los 
embriones resultantes se llamaron MR3 cuando contenían ADNn B6-DBA y 
ADNmt PWD y MR4 cuando contenían ADNn PWD-DBA y ADNmt B6. Se 
produjeron los mismos grupos Control que se llevaron a cabo para los grupos MR1 
y MR2, pero en este caso se llamaron Autólogo3 y Autólogo4 e Intacto3 e Intacto4.  
 Se estudió el desarrollo post-implantacional en ambos grupos. Como se 
podía esperar, la letalidad embrionaria observada en el grupo MR2 fue revertida en 
el grupo de ratones híbridos MR4. Se transfirieron 274 blastocistos MR4 en 23 
hembras recipientes y se obtuvieron 33 crías vivas (17machos y 16 hembras) que 
se corresponde con el 11%. Esta tasa es comparable a la obtenida en los grupos 
Control (Tabla 22). 





Tabla 22. Desarrollo a término de los embriones cíbridos PWD y los híbridos PWD-DBA 






Crías    
Vivas 
MR2 PWD (m) B6  359 31 10 (32%) 6 (1.7%±1) 1 (0.3%±0.3a) 
Autólogo2 PWD (m) PWD  87 12 3 (33%) 5 (6%±4) 5 (6%±4b) 
Intacto2 PWD (m) PWD  227 11 4 (31%) 15 (6%±3) 9 (4%±2a) 
MR4 PWD-DBA (m-d) B6  276 23 15 (65%) 41 (15%±3) 33 (11%±3b) 
Autólogo4 PWD-DBA (m-d) PWD  51 3 2 (67%) 5 (10%±4) 5 (10%±4b) 
Intacto4 PWD-DBA (m-d) PWD  103 7 3 (43%) 16 (16%±8) 16 (16%±8b) 
TE: Transferencia embrionaria y Recip: Recipiente. 
 El grupo MR3 no mostró ninguna diferencia con el grupo MR1 como 
también se esperaba (Tabla 23). 
Tabla 2313. Desarrollo a término de los embriones cíbridos B6 y B6-DBA 








MR1 B6 (d) PWD 341 37 11 (30%) 20 (6%±2) 14 (4%±2) 
Autólogo1 B6 (d) B6 80 9 3 (25%) 3 (4%±2) 3 (4%±2) 
Intacto1 B6 (d) B6 158 13 4 (36%) 6 (4%±3) 5 (3%±3) 
MR3 B6-DBA (d-d) PWD 260 21 14 (67%) 27 (10%±3) 14 (5%±3) 
Autólogo3 B6-DBA (d-d) B6 47 4 2 (50%) 4 (9%±5) 4 (9%±5) 
Intacto3 B6-DBA (d-d) B6 71 9 4 (44%) 9 (13%±6) 9 (13%±6) 
Recip: Recipiente  




 Todas las crías de la primera generación (F1) crecieron hasta la edad adulta 
sin ningún tipo de anormalidad obvia. Cuando llegaron  a la madurez sexual se 
investigó si el reemplazamiento mitocondrial intersubespecie afecta a su habilidad 
reproductora. Así pues se cruzaron todas las crías F1 del grupo MR1 (excepto un 
macho sacrificado para analizar los niveles de heteroplasmia) y del grupo MR2 con 
machos con su mismo fondo nuclear. También incluimos 2 hembras del grupo 
MR3 y 3 hembras del grupo MR4 como Controles. 
 En el grupo MR1 dos de los machos F1 tuvieron una o dos camadas de 
tamaño normal, mientras que los otros 2 machos en el mismo tiempo y cruzados al 
menos con 2 hembras diferentes no produjeron ninguna camada, lo que indicó que 
eran estériles. Para averiguar las causas de la infertilidad de estos machos se 
examinó el peso del cuerpo, el peso de los testículos, recuento de esperma y 
motilidad del esperma. Todos los machos presentaron valores similares para los 
parámetros estudiados (Tabla 24). 














1 + 32 96 4.5 x106 56 
2 + 40 157 N/T N/T 
3 - 40 147 0.3 x 106 80 
4 - 37 111 2.4 x 106 68 
Fert: Fértiles. 
 Además se llevaron a cabo análisis histológicos que no revelaron ningún 
problema significante en los testículos o en otros órganos que pudieran explicar la 
esterilidad. 
 Las 9 hembras F1 del grupo MR1 quedaron gestantes. Tres de ellas 
produjeron una o dos camadas de tamaño normal, mientras que las otras 6 





mostraron baja tasa de supervivencia de las crías producidas, con tasas de muerte 
al nacer que variaban del 60 al 100% durante los 6 meses que estuvieron cruzadas, 
reflejando una disminución de su fertilidad. 
 Se puede pensar que la función respiratoria mitocondrial puede estar 
comprometida debido a una interacción subóptima entre el ADNn y el mitocondrial 
y que esto podría afectar a la capacidad reproductora de los ratones del grupo MR1. 
Como se ha observado antes, entre estos 2 tipos mitocondriales hay un total de 33 
substituciones no sinónimas, de las cuales 27 (82%), se encuentran en los genes 
que codifican para proteínas del complejo I de OXPHOS. Así pues se realizó un 
ensayo de actividad enzimática para el complejo I en muestras del músculo 
recuperado tanto en las hembras como en los machos del grupo MR1 y en las dos 
hembras del grupo MR3. Entre los machos infértiles se observan niveles similares 
de actividad del complejo I que en los machos fértiles. Entre las hembras sólo una 
de ellas con reducida fertilidad muestra niveles de actividad enzimática del 
complejo I significativamente inferiores al resto de las hembras, incluidas las del 
grupo MR3. Así pues la reducción de la fertilidad observada en algunos individuos 
F1 del grupo MR1 no se correlaciona con una disminución de la actividad de 









Tabla 25. Resumen de la aptitud reproductiva de las crías F1 de los grupos MR1 y MR3. 











 Macho 1 + 13/2 8 62% 5 38% 91±4.7a 
MR1 
Macho 2 + 9/1 7 78% 2 22% 90±2.8a 
Macho 3 - - - - - - 91±1.9a 
Macho 4 - - - - - - 88±5.4a 
Hembra 1 + 10/1 10 100% 0 0%a 91±0.3a 
Hembra 2 + 11/2 11 100% 0 0%a 91±0.3a 
Hembra 3 + 16/2 15 94% 1 6%a 88±3.8a 
Hembra 4 + 5/1 2 40% 3 60%a 91±0.9a 
Hembra 5 + 7/1 2 29% 5 71%a 84±1.4a 
Hembra 6 + 9/1 0 0% 9 100%a 65±3.6b 
Hembra 7 + 5/1 0 0% 5 100%a 89±2.2a 
Hembra 8 + 3/1 0 0% 3 100%a 87±1.8a 




MR3 Hembra 1 + 7/1 7 100% 0 0%a 90±0.6a 
 Hembra 2 + 6/2 5 83% 1 17%a 86±2.2a 
 
 A diferencia de lo observado en el grupo MR1, la única hembra viva del 
grupo MR2 no quedó gestante tras 5 meses cruzada con al menos 2 machos 
distintos, lo que sugiere infertilidad. El análisis histológico de los ovarios y otros 
órganos no revelaron ningún problema significante que pudiera explicar la 
esterilidad. Durante el mismo periodo de tiempo que esta hembra estuvo cruzada, 
tres hembras F1 del grupo Control MR4 tuvieron cada una de ellas 2 camadas y 
todas las crías F2 nacieron vivas (100%). Se analizó la actividad del complejo I del 
sistema OXPHOS en la hembra F1 del grupo MR2 y en las tres hembras F1 del 
grupo MR4, observando que los niveles de actividad de la hembra del grupo MR2 
eran significantemente más bajos que la media de los niveles de actividad en las 
hembras del grupo MR4 (65±1.4% de media en MR2 y 80±2.6% en MR4).  





 También se midió la actividad del complejo IV, sabiendo que sólo 2 
substituciones no sinónimas afectaban a los genes que codifican para las proteínas 
mitocondriales de este complejo. Como se esperaba los niveles de actividad del 
complejo IV en la hembra del grupo MR2 eran indistinguibles de la media de los 
niveles de actividad en las hembras del grupo MR4 (81±3.1% de media en MR2 y 
81±6.5% en MR4) (Tabla 26). 
Tabla 2615. Fertilidad y actividad mitocondrial en hembras F1 de los grupos MR2 y 
MR4. 
Grupo Hembra ADNn ADNmt Fértil 










MR2 H1 PWD B6 - - - 65±1.4a 81±3.1 
MR4 
H1 PWD-DBA B6 + 13/2 13 (100%) 72±2.2b 78±9.0 
H2 PWD-DBA B6 + 24/2 24 (100%) 79±5.1b 82±5.9 
H3 PWD-DBA B6 + 20/2 20 (100%) 90±0.4b 84±4.5 
Media        80±2.6 81±6.5 
 
 Estos resultados sugieren que la infertilidad observada en la hembra del 
grupo MR2 está asociada con un mal funcionamiento de OXPHOS sobretodo en el 
complejo I, debido a una incompatibilidad entre el ADNn y el ADNmt. Algunos 
autores atribuyen la infertilidad o una alta tasa de aborto a una reducción de la 
función respiratoria mitocondrial ya que altos niveles de ATP se necesitan para 
disparar las oscilaciones de calcio en la fecundación, y para que tenga lugar un 
correcto desarrollo embrionario y fetal107.  
 Así pues en este estudio se muestra por primera vez en mamíferos a nivel 
de organismo que la incorrecta interacción entre ADNn y ADNmt, debido a la 
divergencia de las secuencias del ADNmt entre subespecies, juega un papel 
importante en el aislamiento reproductivo. Se piensa pues que el ADNn PWD tras 




haber estado separado del genoma de B6 durante más de 0.5 millones de años105 ha 
perdido su capacidad de interaccionar con el ADNmt B6.  
2.2. ESTUDIO DE LOS NIVELES DE HETEROPLASMIA Y 
SEGREGACIÓN EN LA LÍNEA GERMINAL. 
 En primer lugar, como ya se sabe, al transferir los PN, una pequeña porción 
del citoplasma es transferida también. Así pues se miden los niveles de 
heteroplasmia en los zigotos reconstruidos de ambos grupos mediante ARMS-
qPCR. Los niveles de heteroplasmia en el grupo MR1 fueron de 16% y en el grupo 
MR2 de 10%. (Tabla 27). Estos resultados son similares a los observados por otros 
autores tras realizar PNT en ratón66. 
Tabla 27. Heteroplasmia de los zigotos tras el reemplazo mitocondrial. 





MR1 B6 PWD 10 16 ± 1.2  
MR2 PWD B6 10 10 ± 0.7 
 
 Posteriormente se estudian los niveles de heteroplasmia en los individuos 
obtenidos tras PNT. Se recogen muestras de piel de las crías muertas al nacer, de 
la cola de las crías al ser destetadas y de 6 órganos (cerebro, corazón, riñón, hígado, 
músculo y bazo) cuando fueron sacrificadas en la edad adulta.  
 En el grupo MR1, todas las crías al nacer presentaban niveles de 
heteroplasmia inferiores al observado en zigotos con un rango entre el 0 y el 12%, 
excepto una de las crías muertas al nacer que presentaba un nivel de heteroplasmia 
del 38%. (Figura 25) 






Figura 25. Nivel de heteroplasmia de los individuos F1 del grupo MR1. Nivel de heteroplasmia 
medido en cola tras el destete en los animales vivos y en muestra de piel en los animales muertos al 
nacer. 
 
 Una segregación similar hacia la homoplasmia del ADNmt propio del 
ovocito donante de citoplasma se observó en los distintos órganos al sacrificar a 
los ratones  en su edad adulta, tanto en el grupo MR1 como en el MR3, con la 
excepción del corazón y el hígado en una hembra del grupo MR3. 
 En el grupo MR2 se observaron bajos niveles de heteroplasmia en 2 de las 
crías muertas al nacer, similares a la heteroplasmia inicial en zigotos MR2. Sin 
embargo en la única cría viva de este grupo, el nivel de heteroplasmia aumenta al 
50% en cola, con niveles variables en otros 6 tejidos estudiados tras su muerte, en 
un rango desde 25% en bazo hasta 85% en hígado, siendo todos los valores 
superiores al nivel de heteroplasmia inicial observada en los zigotos tras el 
reemplazo mitocondrial. (Figuras 26 y 27) 





Figura 26. Nivel de heteroplasmia de los individuos F1 del grupo MR2. Nivel de heteroplasmia 




Figura 27. Nivel de heteroplasmia en diferentes órganos en individuos F1 del grupo MR2. 
 Tras observar estos resultados se razonó que altos niveles de recuperación 
del genotipo mitocondrial original en órganos con alta demanda energética han 
permitido la supervivencia de esta hembra. Niveles diferentes de segregación se 
han observado también en el grupo MR4 con fondo nuclear hibrido PWD-DBA, lo 





que sugiere una segregación al azar del ADNmt B6 frente a un fondo nuclear PWD 
o PWD-DBA. (Tabla 28).  
Tabla 28. Nivel de heteroplasmia en distintos tejidos de los individuos F1. 
Grupo Hembra ADNmt 
Heteroplasmia del ADNmt original (%) 
Cola Cerebro Corazón Riñón Hígado Músculo Bazo 
MR1 
H1 PWD 2 3 1 1 1 0 1 
H2 PWD 5 2 2 3 4 3 1 
H3 PWD 1 9 1 1 0 0 5 
H4 PWD 2 0 1 0 2 0 0 
H5 PWD 7 0 0 3 0 0 0 
H6 PWD 2 0 0 0 0 0 0 
H7 PWD 0 2 1 1 1 0 2 
H8 PWD 1 1 1 1 1 0 15 
H9 PWD 0 0 1 0 1 0 0 
          
MR2 H1 B6 50 43 75 55 85 41 25 




2 18 27 6 39 1 1 
H2 2 1 3 0 2 0 0 





9 47 36 60 49 0 63 
H2 10 26 13 0 1 10 27 
H3 48 73 65 79 34 76 75 
 
 En resumen, los resultados indican que hay una gran tendencia a la 
homoplasmia del ADNmt PWD en los ratones cíbridos  B6 o B6-DBA en una 
generación. En contraste los niveles de ADNmt B6 en los órganos del único ratón 
cíbrido PWD que sobrevivió disminuyen, observándose un aumento del genotipo 
mitocondrial original PWD, lo que sugiere que altos niveles de heteroplasmia o la 




homoplasmia del ADNmt B6 es perjudicial para la supervivencia de las crías del 
grupo MR2.  
 Por último se estudiará la transmisión del ADNmt PWD en la línea 
germinal de las hembras MR1. Para ello dos de las hembras F2 provenientes de la 
hembra 1 que no produjo crías F2 muertas al nacer y otras dos hembras F2 
provenientes de la hembra 5 con una alta tasa de crías F2 nacidas muertas al nacer 
se cruzan con machos B6.  
 Las cuatro hembras quedaron gestantes, dando tres de ellas una o dos 
camadas de tamaño normal. La cuarta hembra murió durante el parto. Una de las 
hembras F2 proveniente de la hembra 5 con una alta tasa de crías F2 nacidas 
muertas, produjo 29 crías de cuatro gestaciones distintas, sin que ninguna cría 
muriese al nacer. Por lo tanto la tendencia observada en algunas hembras F1 del 
grupo MR1 de producir crías muertas al nacer no se transmite a las siguientes 
generaciones (Tabla 29). 
Tabla 29. Capacidad reproductiva de los ratones F2 del grupo MR1. 
Hembras ADNn ADNmt 
Heteroplasmia 
en cola (%) 
Fértil 
Crías / No. 
gestaciones 
Crías Vivas 
F3 (% ) 
F2-H1 B6 PWD 0 + 3/1 3 (100%) 
F2-H2  B6 PWD 0 + 13/2 5 (38%) 
F2-H3  B6 PWD 0 + 29/4 29 (100%) 
F2-H4 B6 PWD 2 + 6/1 0 (0%) 










 Tres hembras F3 fueron cruzadas con machos B6 presentando una 
capacidad de reproducción normal y produciendo 37 crías vivas (Tabla 30).  
Tabla 30. Capacidad reproductiva de los ratones F3 del grupo MR1. 
Hembra ADNn ADNmt 
Heteroplasmia 
en cola (%) 
Fértil 




F3-H1 B6 PWD 100 + 8/1 6 (75%) 
F3-H2  B6 PWD 100 + 20/2 17 (85%) 
F3-H3  B6 PWD 100 + 15/2 14 (93%) 
Total     43/5 37 (86%) 
 
 Se recogen muestras de la cola de las 40 crías F2 vivas y de 20 crías F3 (14 
vivas y 6 muertas) a los 30 días de vida. El nivel de heteroplasmia en siete de las 
crías F2 fue del 1-2%, mientras que el resto de crías fueron homoplásmicas para el 
ADNmt PWD propio del ovocito donante de ADNmt. 
 Resultados similares de observaron en la generación F3 donde 17 de las 20 
crías fueron homoplásmicas y 3 presentaron niveles de heteroplasmia entre 3 y 4%. 
 Estos resultados indican que el ADNmt PWD se transmite establemente a 
través de la línea germinal en las generaciones F2 y F3 en los cíbridos B6 y por lo 
tanto son genéticamente estables y pueden ser mantenidos normalmente en el 
laboratorio.  
 En resumen un desarrollo fetal normal que da lugar al nacimiento de crías 
sanas y fértiles se ha observado en las hembras del grupo MR1. Aunque algunas 
hembras de este grupo producen crías muertas al nacer, quizá debido a una 
interacción subóptima del ADNn y mitocondrial, la tendencia a producir crías 
muertas al nacer no se transmite a la siguiente generación. Esto implica que el 
ADNn B6 preserva su habilidad de interactuar con el ADNmt PWD. 




 Estos resultados respaldan la idea de que la incompatibilidad entre los 
genomas nuclear y mitocondrial es crítica para que se produzca la reproducción de 
forma correcta.  
 Si se extrapolan estos resultados a humanos, esta incompatibilidad es poco 
probable. Otros autores que han llevado a cabo reemplazamiento mitocondrial 
entre ratones de la misma subespecie como es el caso de BALB/cByJ (BALB) y 
NZB/BinJ (NZB) o entre BDF1 y NZW/LacJ han producido ratones fértiles 
indistinguibles de los Controles84,66. Es más, en ESC humanas obtenidas tras el 
reemplazamiento mitocondrial, donde no se tuvo en cuenta emparejar el ADNn con 
el ADNmt de la donante, no se han observado anomalías95. Las diferencias entre 
haplotipos humanos tienen un rango de 0 a 130 SNPs36, una diferencia mucho 
menor a los 393 SNPs en que difieren el ADNmt de las dos subespecies distintas 
de ratón que hemos usado para este estudio, así pues la divergencia entre el ADNmt 
de los distintos haplotipos humanos no es suficiente para que se produzcan 
































 Las Conclusiones de este trabajo son las siguientes: 
1a   El Reemplazamiento mitocondrial no afecta al desarrollo embrionario pre-
implantacional. 
2a El Reemplazamiento mitocondrial para prevenir enfermedades 
mitocondriales en la descendencia, no parece estar afectado entre haplotipos 
distantes debido a su cercanía genética. 
3a  La presencia de ADNmt mutado no afecta al éxito de reemplazamiento 
mitocondrial. 
4ª  Es posible la utilización de ovocitos vitrificados tanto como donantes de 
ADNn como de citoplasma en el reemplazamiento mitocondrial. 
5a La recuperación del genotipo mitocondrial original en embriones pre-
implantacionales es indetectable. Sin embargo algunas combinaciones de 
haplotipos tienen una amplificación preferencial en las células madre 
embrionarias, provocando la recuperación del genotipo mitocondrial original. 
 6a   Se observa por primera vez en mamíferos vivos que la incompatibilidad entre 
los genomas nuclear y mitocondrial puede actuar como barrera reproductora post-
zigótica. 
7a   El genoma nuclear PWD tras haber estado separado del genoma B6 durante 
más de 500.000 años ha perdido su habilidad para coordinarse con el ADNmt B6. 
Esta incompatibilidad funcional del ADNn PWD y ADNmt B6 es deletéreo para 
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